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RESUMO

Tabebuia cassinoides (Lam.) DC (Bignoniaceae) ¢ uma espécie arborea que
ocorre nas restingas alagadas da planicie litordnea. Para elucidar as estratégias
adaptativas que possibilitam o estabelecimento da espécie e a ocupagiio de
areas de solo permanentemente encharcado, foram avaliadas caracteristicas da
sua germinagdo, as respostas metabolicas e morfo-anatdmicas das plantas e o
desenvolvimento vegetativo sob condigdes que limitam o acesso ao oxigénio.
As sementes desta espécie ndo germinaram em anoxia ou quando totalmente
submersas, permanecendo vidveis sob estas condigdes por 15 ¢ 20 dias
respectivamente.  As - sementes aladas alcangaram  100% de  germinagdo
enquanto flutuavam na superficie d’agua, capacidade essencial para suplantar
este estadio inicial em um ambiente alagado. Quanto ao metabolismo das
sementes, foi observada uma ativagdo da via glicolitica, com elevada produgio
de etanol e lactato, bem como do malato, sendo o primeiro produzido em maior
quantidade. Plantas de 7. cassinoides apresentaram niveis mais altos de etanol
apenas nos primetros dias de saturagfo hidrica do solo. A presenga de espagos
intercelulares e a formagdo de aerénquima sob alagamento, permitiram o
transporte de oxigénio da parte aérea para as raizes de forma a manter a
respiragdo aerobica. Estas caracteristicas e a capacidade de oxidar a rizosfera,
sdo os fatores responsaveis pela sobrevivéneia e crescimento vigoroso das
plantas enquanto alagadas, garantindo seu sucesso em um ambiente que ¢

restritivo a maioria das espécies.
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ABSTRACT

Tabebuia cassinoides (Lam.) DC (Bignoniaceae) is an arboreous species that
occurs in swampy areas of the scacoast “restinga”. To clucidate the adaplive
strategies which enable the establishment of this species and the occupation of
areas of waterfogged soil by it the following characteristics were studied:
metabolic and morpho-anatomic responses of seeds during germination and of
plants under conditions that himited oxygen access. Seeds of this species did
not germinate under anoxia or when under total submersion, remaining viable

under these conditions for 15 and 20 days respectively. Wing sceds reached

100% of germination while floating on the water surface, an essential capacity
to overcome this initial stage in {looded environments. In relation to the
metabolism of the seeds we observed an acceleration of glycolysis with high
production of ethanol, lactate and malate, the first one produced in higher
amount. The root system of 7. cassinoides plants presented higher levels of
ethanol only in the first days of flooding. The presence of intercellular spaces
and the induction of aerenchyma formation under flooding allow oxygen
transport from the shoot to the roots maintaining an aerobic respiration. These
characteristics and the capacity to oxidise the rizosphere are responsible for the
survival and vigorous growth of plants while flooded and for their success in an

environment which restricts the presence of the majority of the species.
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Os estudos na area de tolerdncia ao alagamento e deficiéncia de O,
nas plantas, tiveram origem nos paiscs temperados ¢ desde entdo t€m sido
motivados principalmente por problemas de cultivo em espécies agricolas, que
na maioria dos casos ndo toleram o encharcamento do solo (Crawford &
Brandle, 1996). Tais investigagdes vém sendo conduzidas com o objetivo de
elucidar as causas primarias da injiria nas espécies agricolas sensiveis (Jackson
et al, 1991). Logo, muito da literatura disponivel diz respeito as respostas
apresentadas por espécics agricolas e cspéeies herbaceas de regides temperadas.

Nas regides tropicais, onde ecxiste a maior diversidade de
ecossistemas sujeitos a inundagdes (Joly, 1991), esta linha de pesquisa € mais

recente e apresenta um grande potencial para estudos. Nos altimos anos vem

crescendo o numero de trabalhos motivados a elucidar os mecanismos
adaptativos, que permitem a ocorréncia de vegetagio em locais sazonal ou
permanentemente alagados, buscando suprir a grande caréncia de conhecimento
nesta drea com espécics arboreas tropicais.

O alagamento altera muitos processos fisico-quimicos e biologicos,
que influenciam profundamente na qualidade do solo, como meio para o
desenvolvimento das plantas, Dentre as modificagBes que ocorrem destacam-se:
a diminuigfo das trocas gasosas cntre solo € ar; acimulo de gases como Ny,
CO; e CHy; produgiio de muitos hidrocarbonetos, compostos fendlicos, dlcoois
¢ acidos graxos volateis, devido a anaerobiose; aumento do pH em solos 4cidos
e diminuigfio em solos alcalinos ¢ decréscimo consideravel do potencial redox
(Ponnamperuma, 1984; Gambrell et al., 1991).

As raizes das plantas sfo particularmente sensiveis a deficiéncia de
O,, mostrando um declinio nos niveis de energia (Saglio et al., 1980; Davies et
al., 1987), rapido esgotamento das reservas de carboidrato (Saglio et al., 1980)
¢ mudangas no pH citoplasmatico (Davies et al., 1987), em conseqiiéncia destes
¢ de outros fatores, a manutengdo das células ¢ a aquisigio de nutrientes pode
ser impedida (Drew, 1988; Atwell & Steer, 1990) e alteragdes hormonais
induzidas (Reid & Bradford, 1984).



Junto com a observagdo de que a deficiéncia de O, completa
(anoxia) ou parcial (hipoxia) ¢ prejudicial para a maioria das espécies de
plantas superiores, surgin o questionamento se ha diferengas fisiologicas
fundamentais entre as plantas sob anacrobiose (Crawford & Brindle, 1996).
Tentativas surgiram para classificar as plantas em tolerantes ou intolerantes
(sensiveis) ao alagamento, a partir das respostas metabdlicas que estas
aprescntavan,

A primeira tentativa de explicar a tolerincia ao alagamento em
termos metabolicos foi proposta por McManmon & Crawford (1971) na
chamada “Teoria metabolica de tolerncia ao alagamento”. De acordo com esta
teoria, a tolerdncia das plantas ao alagamento era conferida pela baixa atividade
da desidrogenase alcodlica (ADH) e baixa produgio de etanol, evitando a
toxicidade deste, ao lado do actimulo do malato, que ndo é fitotoxico. Embora
tenha sido mostrado que os principios desta hipotese sdo incorretos (Smith &
Ap Rees, 1979; Davies, 1980; Rumpho & Kennedy, 1981 ¢ 1983a; Jackson et
al., 1982) , esta incluiu muitos dos fatores (etanol, atividade da ADH ¢
diversificagiio de produtos fermentativos) que continuam a ser amplamente
estudados como fatores importantes na tolerancia ao alagamento (Kennedy et
al., 1992).

Uma outra hipotese para explicar a tolerfncia ao alagamento em
plantas, envolve a regulagdo do pH para impedir a acidose citoplasmatica.
Dados obtidos in vitro (Davies et al.,, 1974) ¢ in vivo (Roberts et al., 1984a)
levaram a hipdtese de que a glicolise lactica em plantas ¢ um fendmeno que
controla a transigdo do metabolismo aerébico para a fermentagio alcoolica. A
hipotese de Davies-Roberts considera que durante a transigdo de normoxia para
hipoxia ou anoxia, a lactato desidrogenase (LLDH), a qual esta presente em
niveis baixos sob condigdes aerdbicas, é a primeira enzima que oxida o NADH
gerado pela glicolise. Portanto, o lactato se acumula e diminui o pH
citoplasmatico. A LDH, que tem um pH otimo alcalino € inibida conforme o
lactato se acumula. Em contraste, as condig¢des de pH mais acido ativam a

piruvato descarboxilase (PDC), a primeira enzima da fermentagio alcodlica.



Nas plantas tolerantes ao alagamento a produgdo de lactato € apenas transiente
e o etanol ¢ o principal produto formado, enquanto que nas intolerantes o
lactato continuaria sendo produzido, levando a acidose do citoplasma ¢ & morte
das células (Roberts et al., 1984a).

Embora evidéncias a favor desta teoria tenham sido encontradas em
varias plantas, esta ndo serve como uma teoria unificadora para tolerdncia ao
alagamento, ja que ndo opera da mesma maneira em plantas que sédo
reconhecidamente tolerantes ao alagamento (Kennedy et al., 1992).

Para uma revisdo maior sobre o impacto da auséncia de O, sobre a
ecologia, fisiologia ¢ bioquimica das plantas, consultar Drew (1990), Jackson ct
al,, (1991), Crawford (1992), Kennedy et al., (1992), Perata & Alpi (1993) ¢
Ricard et al., (1994),

Ao lado das teorias que postulam a ativagdo de rotas metabodlicas
para controlar a respiragiio das plantas quando alagadas, surgiu a teoria do
transporte de O, (Armstrong, 1967), que pressupde que as plantas tolerantes
apresentam alteragdes morfo-anatdmicas (formagdo de aerénquima), que
possibilitam a difusiio do O, da parte aérea para as raizes e rizosfera,
diminuindo desta mancira o estresse anaerdbico.

Boas revisdes sobre o desenvolvimento de acrénquima e as relagdes
hormonais também estdo disponiveis na literatura (ver Jackson, 1994 e
Armstrong et al., 1994).

Em resumo, ndo foi encontrada uma resposta tinica, metabolica ou
anatomica, que permitisse classificar as espécies em tolerantes ou ndo ao
alagamento e diante da diversidade das respostas apresentadas pelas plantas,
Joly (1991) e Crawford & Brindle (1996) sugerem que dependendo da
cstratégia de vida e do habitat da espécie, muitos mecanismos diferentes podem
estar envolvidos para que as plantas possam sobreviver a periodos de
imundagdo ¢ que nenhum mecanismo sozinho ¢ adequado para garantir a
sobrevivéncia.

Isto reforga a necessidade de um maior nimmero de estudos na arca de

tolerancia ao alagamento, bem como a idéia de que para compreender os fatores



que possibilitam a espécie a ser bem sucedida em uma édrea sujeita ao
alagamento, ¢ necessario estuda-la como um todo, olhando para as respostas
morfologicas, anatbmicas ¢ metabodlicas que sfio induzidas por esta variavel
abiotica (Joly, 1994), que podem estar ligadas ao ciclo de crescimento e a
estratégias reprodutivas (Blom et al., 1990).

Dentro destc contexto, o presente estudo visa contribuir com
informagdes integradas, sobre as estratégias adaptativas que permitem 3
Tabebuia cassinoides (Lam.) DC se estabelecer e colonizar ambientes sujeitos
ao alagamento. Tabebuia cassinoides (Lam.) DC (Bignoniaceae) é uma espécie
arborca comumente conhecida como caxeta, tabebuia-do-brejo, pau-de-tamanco

¢ malacaxeta, que ocorre desde Pernambuco até o norte de Santa Catarina,

sendo sua freqiiéncia descontinua ao longo de sua drea de dispersio, ocorrendo
apenas nas dreas alagaveis da planicie litordnea (Lorenzi, 1992). Nestes locais,
o lengol freatico se encontra no nivel do solo ou acima dele, praticamente ao
longo do ano todo, criando uma condigdo extremamente seletiva, onde apenas
espécies bem adaptadas conseguem sobreviver a este estresse.

1. cassinoides apresenta ainda uma importincia econdimica, uma vez
que dentre as espécies brasileiras, possui a melhor madeira para a confecgio de
lapis, principalmente para a exportagdo. A nivel mundial, perde em qualidade

apenas para o cedro americano Libocedrus decurrens (Kuniyoshi, 1993).
Este estudo teve por objetivos:
a) Estudar a fisiologia da germinagdo das sementes de Tabebuia cassinoides

(Lam.) DC sob condigbes distintas de O, e correlaciona-la com as

possibilidades de germinagfo ¢ estabelecimento no seu ambiente;

b) Identificar as principais reservas presenies nas sementes para buscar

possiveis relagdes com as respostas metabdlicas durante a germinagiio;
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¢) Determinar as estratégias adaptativas que a espécie apresenta para ocupar
arcas de solo permanentemente encharcado, avaliando varios aspectos do seu

metabolismo, assim como alteragdes morfo-anatémicas.



CAPITULO I: CARACTERIZACAO DAS RESERVAS,
GERMINACAO E METABOLISMO RESPIRATORIO
DAS SEMENTES DE TABEBUIA CASSINOIDES



1. INTRODUCAO

As sementes da maioria das plantas superiores sfio incapazes de
germinar na auséncia de O, (Alpt & Beevers, 1983). A germinagio andxica
entre as monocotiledéneas fo1 observada apenas em Oriza sativa (Davies, 1980
e Alpit & Beevers, 1983) ¢ Lchinochloa crus-galli (Kennedy et al., 1980) e
entre as dicotiledoneas, em Chorisia speciosa (Joly & Crawford, 1983) ¢
Erythrina caffra (Small et al, 1977 ¢ 1989). Em todos os casos constatou-se que
o crescimento subseqiiente da plantula requer oxigénio.

Em condigdes hipoxicas, sementes de espécies de mata ciliar como
Seshania virgata (Okamoto, 1995) ¢ Inga affinis (Lieberg & Joly, 1993)
germinam ¢ ddo origem a plantulas que se desenvolvem enquanto submersas,
resposta pouco observada em espécies tropicats. Ja Parkia discolor (Coutinho
& Struffaldy, 1971) e . pendula (Scarano & Crawford, 1992), leguminosas que
ocorrem nas florestas de igapd e de terra-firme na Amazdnia, ndo germinam
enquanto submersas, mas permanecem viaveis nesta condigdo, por 6 ¢ 7 meses,
respectivamente. Calophylfum brasiliense (Marques, 1994), espécie tipica de
locais de solo encharcado, também apresenta sementes que ndo germinam
enquanto submersas, mas se mantem vidveis por 10 semanas nesta condigio e
germinam quando posteriormente transferidas para condigbes aeradas. A
estratégia que possibilita a presenga de Jalauma ovata (Lobo & Joly, 1996) em
ambiente de solo encharcado é a disponibilidade de frutos maduros durante a
estagdo mais seca (quando hd micro-sitios favordveis para a germinagdo das
sementes) e o estabelecimento de plantulas tolerantes & inundagfo. Estas
especies exemplificam diferentes estratégias de regeneragfio encontradas e que
possibilitam o estabelecimento de plantas em um ambiente que é restritivo a
maioria das espécies arboreas.

Pouco ¢ conhecido sobre os mecanismos adaptativos ¢ sobre a

regulagio da produgdo de energia anacrobica em sementes germinando e muito



do que se conhece vem de estudos com Oriza sativa (Perata et al., 1992 e 1993)
e lichinechloa (Rumpho & Kennedy, 1981 e 1983b).

O estresse anaerobico em plantas resulta em uma rapida mudanga
no padrdio de expressdo dos genes (Sachs et al., 1980). Sob tais condigdes, a
indugdo do metabolismo fermentativo (Davies, 1980) pode ser considerada
como um fendmeno adaptativo para a manutengdo da capacidade de sintese de
ATP na auséncia da respiragio aerobica.

O produto principal da fermentagido em plantas ¢ o etanol (Davies,
1980). As duas enzimas da via biossintética do etanol, a piruvato
descarboxilase e a desidrogenase alcodlica, sio induzidas pelo estresse andxico

(Laszlo & StlLawrence, 1983 e Ricard et al., 1986). Porém, a ocorréncia de

fermentagio lactica também tem sido observada em raizes anaerdbicas (Smith
& Ap Rees, 1979; Rivoal & Hanson, 1993) ¢ em sementes geﬁninando (King,
1970 e Aldosoro & Nicolas, 1980). Dados obtidos in vitro {Davics et al., 1974)
¢ in vivo (Roberts et al., 1984a) levaram & hipéiese de que nos primeiros
minutos de hipoxia, o lactato produzido pela enzima lactato desidrogenase
constitutiva, acidifica o citoplasma, induzindo assim a produgéio de ctanol.
Qualquer falha na regulagdo desta via pode levar a acidose e morte celular
(Roberts et al., 1984a e 1985).

As evidéncias experimentais sobre a produgo transiente de lactato,
precedendo o acumulo de etanol, sdo contraditérias. Andreev & Vartapetian
(1992) observaram que em algumas espéeics de plantas a produgio de etanol
ndo foi precedida por lactato e Rivoal & Hanson (1993) verificaram que a
fermentagdo lactica foi mantida por varias horas em aig,uiﬁas espécies do
género Limonium,

Embora haja evidéncias consideraveis a favor da teoria de Davies-
Roberts para a resposta andxica nas plantas, o papel da produgio do lactato

durante anoxia e o papel do pH citoplasmatico em mediar a transigdo para o

metabolismo anaerdbico ndo sdo ainda completamente compreendidos.
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Tendo em vista que as sementes de 7. cassinoides sdo dispersas na
¢poca chuvosa, periodo em que o solo da restinga se encontra alagado, tornou-
se indispensivel estudar as caracteristicas da germinagdo sob condigdes
limitantes de O, para entender a estratégia de regeneragdo apresentada pela

espécie para suplantar este estadio inicial.



2. MATERIAL E METODOS

Frutos de 7. cassinoides foram coletados de diferentes individuos no
Vale do Ribeira ( km 434 da BR 116) ¢ nos municipios de lguape ¢ Ubatuba
(no Parque Estadual da Serra do Mar - Nacleo Picinguaba, no km 10 da
Rodovia Rio-Santos). Os frutos foram coletados antes da sua deiscéncia a fim

de facilitar a coleta das sementes aladas.

2.1. Caracterizagio das Reservas

2.1.1. Analise Citoquimica

Para a confecgio de laminas permanentes de sementes, as mesmas
foram fixadas em FAA 70, desidratadas, diafanizadas ¢ incluidas em parafina
(Johansen, 1940 ¢ Sass, 1951). Os cortes com espessura de 8 pm foram obtidos
em micrdtomo rotativo ¢ foram corados com Azul de Toluidina pH 4,0 (Vidal,
1977) para a visualizagio das paredes celulares e com Xylidine Ponceau pH 2,5
(Cortelazzo & Vidal, 1991) para a visualizagio das proteinas, Para detecgfio
dos polissacarideos neutros, foi utilizado o método de oxidagdo com dacido
periddico e coloragdo com Reagente de Schiff - Método do PAS (Cortelazzo,
1992). As laminas foram montadas em resina sintética.

Os graos de amido foram observados no microscopio de polarizagio
(com analisador e polarizador cruzados), em ldminas coradas pelo Azul de
Toluidina. Com este procedimento, os grios de amido aparecemn como corpos
brithantes contra um fundo escuro e apresentam uma cruz escura no centro
(Cruz de Malta), devido & interagdo da estrutura do grio com o sistema de
polarizadores.

Para a observagiio dos lipidios, for utilizado o Sudam Black B

(Jensen, 1962) em cortes de matenal fresco, feitos a méo livre.



2.1.2. Extragdo e Quantificagiio das Reservas

Para as extragdces, as sementes foram destituidas da testa e secas em
estufa a 80°C por 48 horas e depois moidas em um moinho de facas, sendo

reduzidas a po (farinha).

a) Lipidios: os lipidios foram extraidos a partir de Ig da farinha em hexano-
etanol (2:1) no SOHXLET por 6 horas. Apos este periodo de extragio, o que
restou do po das sementes foi seco em estufa e pesado. A diferenga na massa
representa a quantidade de lipidios extraidos da farinha, apds descontar a

quantidade de agucares livres que também so extraidos pelo etanol,

b) Proteinas: as proteinas loram extraidas cm tubos de ensaio a partir de 50mg
de farinha, em 2 amostras. O p6 das sementes foi posto primeiramente em
metanol-cloroformio (12:5) durante uma noite para remogdo do excesso de
lipidios. Apés centrifugacdo a 3000g por 10 minutos, foram adicionados 4ml de
NaOH 0,IN ao material insoliivel para a extragdo das proteinas. Apos
incubagdo por 2 horas, os tubos foram novamente centrifugados ¢ o
sobrenadante foi coletado. G precipitado foi incubado mais uma vez por 2
horas em 4ml de NaOH 0,IN. Apds centrifugagdo, os sobrenadantes das 2
extragdes foram unidos. As dosagens de proteinas foram feitas em duplicata,
utilizando-se o Coomassie Blue G-250 (Bradford, 1976), com leituras das

absorbancias em 595nm. Os calculos para as dosagens foram feitos utilizando-

s¢ a curva padrdo de BSA de 25 a 100um.

¢) Amido: para a quantificagdo do amido foram utilizadas 3 amostras com
50mg cada. A farinha foi colocada em metanol, cloroférmio e agua (12:5:3)
durante uma noite. Apos centrifugago a 3000g por 10 minutos, foi adicionado
ao precipitado Smi de 4cido perclorico 30%, realizando-se 2 extragdes de 2
horas. As dosagens foram feitas em duplicata, utilizando-se o reagente de

Antrona (Scott & Melvin, 1953), com leituras das absorbincias em 620nm ¢ a
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quantifica¢do foi realizada pela comparagdo dos valores obtidos com os de uma
reta padrdo de glicose de 10 a 70pg. Os valores encontrados nas amostras

foram multiplicados pelo fator 0,9 para a conversio a amido (McCready et al.,
1950).

d) Agtcares livres: a extragdo dos aglicares livres foi feita em 3 amostras, em
tubos eppendorf, onde foram colocados 25mg da farinha ¢ 750l de ctanol
80%. A extragdo foi feita a 80°C por 15 minutos. Apos incubacdo os tubos
foram centrifugados a 7800g por 3 minutos ¢ o sobrenadante foi coletado. Mais

750ul de etanol 80% foram adicionados ao material insoliivel e a extragdo foi

repetida outras 3 vezes. Os sobrenadantes das extragdes foram unidos e secos a
baixa pressdo com centrifugagdo (SPEDVAC-HETOVAC VRI-HETO) e
ressolubilisados em 1ml de agua destilada. As dosagens foram feitas em
duplicata pelo método Fenol-Sulfarico (Dubois et al., 1956), com leituras das
absorbancias em 490nm. A quantificagdo de agicares foi feita comparando os

valores obtidos com os da reta padriio de glicose de 10 a 70pg,
2.2, Germinacio

Antes de iniciar os tratamentos, as sementes foram esterilizadas com
solugdo de Micostatin 1000 unidades/ml. Os experimentos foram conduzidos
em placas Gerbox (10x10c¢m) sobre papel de filtro umedecido e mantidos em
germinador FANEM sob luz branca, com fotoperiodo de 12 horas ¢ a
temperatura de 25 + 2°C. A protrusiio da radicula foi considerada como critério
de germinagio.

FForam efetuados diversos testes para avaliar o efeito da luz e o efeito

da submersdo (hipoxia) e da anoxia na germinagiio das sementes de 7

cassinoides. Para tanto, foram montadas 5 repeticdes com 20 sementes cada.
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2.2.1. Efeito da Luz

Para determinar a influéncia da luz na germinagdo, foram
efetuados os seguintes tratamentos:
- Sementes na presencga de luz
- Sementes no escuro

Os ensaios de luz e escuro foram conduzidos segundo a

metodologia descrita por Joly & Felippe (1979).

2.2.2. Efeito da Submersio (Hipoxia)

Para verificar o efeito da submersdo sobre a germinagio, as sementes
foram colocadas em placas Gerbox com papel de filtro, contendo 200 ml de
agua destilada, constando os seguintes tratamentos:

- Sementes controle (mantidas em condigdes umidas)
- Sementes parcialmente submersas
- Sementes fotalmente submersas

Na condigdo de submersdo parcial, as sementes aladas
permaneceram flutuando na 4agua, enquanto que na submersio total, as
sementes foram mantidas sob a dgua, com o auxilio de uma tela de nylon, tipo

clarite, dentro das caixas Gerbox.
2.2.3. Efeito da Anoxia

Para a avaliagio da capacidade germinativa sob anoxia, sementes
foram postas para germinar em jarras anaerébicas “OX0ID”, com a utilizagio

de 2 sachets, um proporcionando uma atmnosfera anaerdbica e o outro indicando
a auséncia de oxigénio (apos aproximadamente 2 horas) através da mudanga de

cor rosea para branca. Foram efctuadas 6 repetigdes contendo 10 sementes em

placas de Petr1 com papel de filtro umedecido.
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Para avaliar a capacidade de recuperagdo das sementes ao final de
cada tempo de tratamento, 3 placas contendo 10 sementes parcialmente e
totalmente submersas e sob anoxia, foram transferidas para condi¢des normais

de oxigénio, para que o desenvolvimento fosse acompanhado.
2.3. Quantificagdo dos Metabdlitos: Etanol, Malato ¢ Lactato

A avaliagdo do contetdo de etanol, malato e lactato apos 0,5; 1; 2; 3;
5;10; 15 e 20 dias, foi realizada nos scguintes tratamentos:
- Sementes mantidas e condi¢des imidas (controle)

-Sementes parcialmente submersas

- Sementes totalmente submersas
- Sementes mantidas em anoxia

Cada tratamento constou de 6 repeti¢des contendo 5 sementes cada.

Ao final de cada tratamento, as sementes foram colocadas em
nitrogénio liquido, homogeneizadas em triturador TECNAL modelo TE 138
com a adigdo de 10ml de acido perclorico (6%), para obtengdo do extrato. Em
seguida, este foi centrifugado a 3000g por 20 minutos a 0°C. O sobrenadante
fot neutralizado com K,CO; 5M, acompanhado pela adi¢do prévia do corante
alaranjado de metila (0,5mg/ml), levando a precipitagio de um sal, o perclorato
de potdssio, que apoés 1 hora em geladeira é decantado. O sobrenadante foi
retirado, o volume final aferido ¢ o extrato foi entiio congelado.

Antes de serem analisados, os extratos foram descongelados e
centrifugados  para a eliminagio de particulas em suspensio, em
microcentrifuga HERMLE modelo Z 230 por 1 minuto em alta velocidade, o
pH foi avaliado e, quando necessario, corrigido para pH 7,0.

A quantificagiio de etanol, lactato ¢ malato, foi determinada pelo
registro da redugdo de NAD a NADH a 340nm em espectrofotdmetro
BECKMAN DU-65, com a utilizagio de kits de ensaio (Boehringer,

Mannheim, Germany) conforme descrito por Joly & Briindle (1995). No caso
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do etanol, ele foi avaliado nas sementes e também no meio onde estas estavam

parcial ou totalmente submersas.
2.4. Delineamento Estatistico
A andlise dos resultados da quantificagdo de metabolitos (etanol,

malato ¢ lactato), foram bascados na ANOVA ¢ a DMS foi determinada pelo
teste de Tukey (5%) (Sokal & Rohlf, 1979).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A semente de 7. cassinoides possut uma ala de consisténcia
membrandcea (Figura 1), podendo ser dispersa tanto pelo vento quanto pela
agua. Apresenta um endosperma escasso, estando a grande parte das reservas

presente nos cotilédones.
3.1, Caracterizagio das Reservas

A Figura 2 mostra a analise citoquimica das reservas cotiledonares.
O Azul de Toluidina (Figura 2A ) foi utilizado para a detecgdo de radicais
anidnicos (substincias pécticas das paredes celulares principalmente). As
parcdes coradas sdo finas, ndo apresentando papel de reserva. No detalhe desta
figura observa-se a presenga de pequenos grios de amido, visualizados por
polarizagdo. Xyhdine Ponceau (Figura 2B) foi utilizado para a detecglo de
radicais catidnicos (grupos amina do material protéico) e o PAS (Figura 2C)
para polissacarideos neutros. Os granulos de reserva coraram-se fortemente
pelo Xylidine Ponceau e fracamente pelo PAS, o que sugere que a natureza
destes seja provavelmente glicoprotéica. Para a visualizagio de lipidios (Figura
2DD) fo1 empregado o Sudam Black B, que cora os lipidios de marrom-escuro a
preto. A analise das reservas cotiledonares nas sementes de 7. cassinoides
mostrou que estas sdo constituidas principalmente por glicoproteinas e lipidios.

As extragdes feitas a partir da farinha das sementes de 7. cassinoides
mostraram que os lipidios representam 26% da massa seca dos cotilédones,
enquanto que as proteinas representam 8,58% (Tabela 1). Provavelmente,
somente uma fragdo das proteinas foi extraida, subestimando o total, ja que a
citoquimica mostrou a riqueza dos granulos de proteina nas células de reserva
(Figura 2B). O total das rcservas extraidas (52,3%) foi baixo provavelmente em

fungdo da pequena quantidade de proteina que fo1 extraida.
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a das reservas cotiledonares de 7" cassinoides. A:

Figura 2 - Analise citoquimic
Azul de Toluidina (luz polarizada no detalhe), B: Xylidine Ponceau, C: PAS,

D Sudam Black B. 400x.
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Quanto aos carboidratos (Tabela 1), as extragbes mostraram uma

pequena quantidade de amido (0,7%) ¢ uma presenga consideravel de agticares

livres (17,3%).

Tabela | - Porcentagem dos componentes de reserva extraidos dos cotilédones

de 7' cassinoides.

Componente (%)
Lipidios 26,0
Proteinas 8,6
Acucares livres 17,3
Amido 0,7
Total 52,3

3.2, Germinagdo
3.2.1. Efeito da Luz

As sementes de 7. cassinoides ndio sio fotoblasticas, atingindo 100%
de germinagdo com 7 dias na luz e com 10 dias no escuro (Figura 3). Na luz, as
sementes comecaram a germinar com 2 dias de embebigdo. Ja no escuro,
verificou-se um pequeno atraso, com as sementes iniciando a germinagdo no

terceiro dia de tratamento (Figura 3).
3.2.2. Efeito da Hipoxia / Anoxia

Sementes de 7. cassinoides ndo germinaram em submersdo total ¢
em anoxia (Figura 4). A auséncia de germinagdo em submersdo total foi

acompanhada por 20 dias ¢ em anoxia por 15 dias, periodos nos quais todas as

sementes perderam a viabilidade (Figura 3).
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Germinagio (%)

12
Tempo (dias)

Figura 3 - Efeito da luz na germinagfio de sementes de 7. cassinoides. Dados

representam média + erro padrdo, n=>5 repetigdes com 20 sementes cada. (®) Luz ()
Escuro.

Germinagao (%)

Tempo (dias)

Figura 4 - Efeito da submersdo (hipoxia) ¢ da anoxia na germinagdo de
sementes de 7. cassinoides. Dados representam média + erro padrio, n=>5 repetigdes

com 20 sementes cada. ( @ ) Normoxia )} Submersdo parcial (. ) Submersdo
total (V) Anoxia.

A perda da viabilidade das sementes mantidas em submersdo total ou

em anoxia, indica o efeito prejudicial da anaerobiose. O mesmo resultado foi
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observado em sementes de Parapiptadenia rigida e Cedrela fissilis  apés 10 e
20 dias de submersfio, respectivamente (Marques et al., 1992) e em Talauma

ovata (espécie higrofita) apos 30 dias de submersdo (Lobo & Joly, 1996).

9
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Figura 5 - Perda da viabilidade das sementes de 1. cassinoides apés diferentes

periodos de submersio total e de anoxia. Dados representam media + erro padréo,
n=3 repeti¢des com 10 sementes cada. ( ® ) Submersdo total (# ) Anoxia.

Sementes em normoxia e parcialmente submersas atingiram 100% de
germinagao (Figura 4).

Sementes parcialmente submersas iniciaram a germinagdo com um
dia de atraso, que no entanto, parece ser irrelevante, ja que sementes
parcialmente submersas germinaram em grande niamero (75%) ja no primeiro
dia de germinag¢do quando comparadas &s sementes em normoxia, que iniciaram
a germinagfo com 9% (Figura 4).

Além da capacidade de protrair a radicula em condigdes de
submersdo parcial, foi observado também o crescimento desta sob a agua. Apos
alguns dias, os cotilédones também protraiam e tornavam-se fotossintetizantes,

originando plantulas que permaneciam flutuando com essas estruturas na

superficie d’agua ou abaixo dela. As plintulas sobreviveram a um més nestas
condi¢des. Como na natureza as sementes de 7. cassinoides sdo dispersas na

época chuvosa, periodo em que o solo se encontra alagado, esta caracteristica
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de germinar flutuando na agua e de desenvolver a radicula sob a agua,
possibilita o estabelecimento, desde que estas tenham condi¢do de se fixar a um
substrato. Scarano et al. (1997) observaram plantulas de 7. cassinoides
crescendo dentro dos tanques de bromélias terrestres e sugerem que o liter
aprisionado nestas cavidades formem um “solo suspenso”, fornecendo um sitio
seguro para a germinagdo. 7. cassinoides também apresenta reprodugdo
vegetativa (Kuniyoshi, 1993), parecendo ser vantajoso para a gspécie manter as
caracteristicas genéticas que permitem a colonizagdo de um ambiente tdo

indspito para a maioria das espécics.
3.3. Quantificagio dos Metabolitos: Etanol, Lactato ¢ Malato

Scmentes postas para germinar em condigdes de normoxia (Figura 6)
¢ em submersio parcial (Figura 7) apresentaram um comportamento semelhante
quanto a produgio dos metabolitos analisados.

As figuras mostram ja no tempo zero, uma alta concentragio de

etano! nas sementes. Uma possivel explicagdo para isso seria uma condigdo
hipoxica criada pela compactagio das sementes (Figura 1) ¢ pela propria casca
do fruto. Este fato, aliado a alta umidade das sementes dentro do fruto fechado,
poderia justificar a presenga do etanol, que ¢ um produto do metabolismo
fermentativo, em grande quantidade ja no tempo zero.

Durante a embebicio das sementes ocorreu a ativagdo da via
glicolitica, levando a uma grande produgdo de etanol, lactato, bem como de
malato, sendo o primeiro produzido em maior quantidade (Figuras 6 ¢ 7).

E importante lembrar que, a quantidade de etanol detectada nas
sementes ndo reflete a quantidade total produzida, uma vez que cste pode ser

facilmente eliminado (Bertani et al., 1980; Rumpho & Kennedy, 1981). Nas
sementes parcialmente submersas , foi observado que 50% do etanol produzido
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umoles / g peso fresco semente

Dias de Normoxia

Figura 6 - Efeito da normoxia sobre o contettdo de metabolitos em sementes de
T. cassinoides. Dados representam média + erro padrdo, n=6. ( #® ) Etanol (@)
Lactato ( =) Malato.

umoles \ g peso fresco semente

Dias de Submersao Parcial

Figura 7 - Efeito da submersdo parcial sobre o conteddo de metabolitos em
sementes de 7. cassinoides. Dados representam média + erro padrao, n=6. { @ )
Etanol (@ )Lactato { © ) Malato.

estava no meio (na verdade, a quantidade de etanol que se difundiu para o

meio pode ser ainda maior, ja que o etanol € volatil e parte dele pode ter

evaporado e ndo ter sido quantificado).
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Mesmo sob condighes bem aeradas, ¢ comum a ocorréncia do
acumulo de etanol ¢/ou lactato nas sementes que estio embebendo. Tanto em
Iirythrina caffra (Small et al., 1989) quanto cm [Lchinochloa crus-galli
(Rumpho & Kennedy, 1981) foi encontrada uma grande quantidade de etanol
durante o periodo de cmbebigio das sementes em aerobiose.

As sementes apos embebigio ¢ antes da ruptura da testa, passam por
um periodo de anaerobiose natural, uma vez que com a embebigiio ocorre a
aceleragio do metabolismo, aumentando a demanda por O, (Crawford, 1977 e
1992). Este fendmeno se acentua no caso de haver uma pequena penetragio de
O, através da casca da semente intacta. Apoés a ruptura da casca, devido a
hidratagdo dos cotilédones ou protrusdo da radicula, a reposigdo de O, ¢
facilitada (Cossins, 1978; Come et al., 1991). Em algumas espécies, qualquer
prolongamento do periodo de anaerobiose natural, seja porque a semente csta
submersa ou porque esta enterrada em solo encharcado, pode resultar em morte
(Crawtord, 1977).

A partir do segundo dia de embebigio (Figuras 6 ¢ 7), a quantidade
de etanol presente nas sementes tende a diminuir. Com a protrusdo da radicula
e posteriormente a protrusdo dos cotilédones, o nivel dos produtos da
fermentagio provavelmente diminui ¢ o metabolismo aerobico deve ser entio
totalmente retomado.

Sementes totalmente submersas (Figura 8) ¢ em anoxia (Figura 9)
também apresentaram uma ativagdo da via glicolitica, com um dia de
embebigdo. Novamente o etanol foi o principal produto formado, mas ao lado
da produgiio expressiva do lactato e do malato.

Ha indicagbes cada vez maiores de que o etanol ¢ o principal
produto da fermentagdo em plantas (Smith & Ap Rees, 1979; Raymond et al,,
1983 ¢ Hoflman ct al,, 1986). O actimulo de outros produtos sob anoxia, tais
como alanina (Smith & Ap Rees, 1979; Reggiani ¢t al., 1988), succinato
(Vanlerberghe et al., 1990), chiquimato (Crawford & Tyler, 1969), malato
(Crawford & Tyler, 1969; McManmon & Crawford, 1971) e lactato
(Vanlerberghe et al, 1990 e Rivoal & Hanson, 1993), também foram
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Figura 8 - Efeito da submersdo total sobre o conteido de metabdlitos em

sementes de 7. cassinoides. Dados representam média + erro padréo, n=6. ( & )
FEtanol ( € )Lactato ( ) Malato.
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Figura 9 - Efeito da anoxia sobre o contelido de metabolitos em sementes de T
cassinoides. Dados representam média + erro padrdo, n=6. ( ® ) Etanol (& )
Lactato ( - ) Malato.

observados, mas com excegdo do lactato, a quantidade destas substincias ¢
geralmente negligencisvel, quando comparado ao etanol (Raymond et al.,
1985). O actmulo de quantidades significativas de lactato, em comparagdo ao

etanol, foi encontrado sob anoxia em sementes de Raphanus sativis
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(Raymond et al., 1985) e, em raizes de algumas espécies do género Limonium,
o lactato chega a ser o maior produto da fermentagio, formado sob um periodo
longo de anoxia (Rivoal & Hanson, 1993), refletindo possivelmente a operagdo
de um sistema eficiente de regulagio do pH, impedindo a acidificagdo. Rivoal
& Hanson (1993) sugerem que a produgdo de lactato sob um periodo longo
de anoxia serviria para conservar o carbono fixado, uma vez que este € menos
volatil do que o etanol.

Nas sementes totalmente submersas de 77 cassinoides, foi observado
mais uma vez que o etanol se difunde facilmente para o meio (50% ou mais do
etanol produzido pelas sementes foi encontrado no meio).

Rumpho & Kennedy (1981) observaram que 85% do etanol

produzido por sementes de Ichinochloa cruz-gali var. oryzicola, foram
eliminados para o meio externo e sugeriram que isto poderia ser importante
para evitar o acimulo num nivel toxico deste metabolito. Bertani et al. (1980)
propuseram que um dos mecanismos mais importantes para a tolerdncia da
anaerobiose em plantulas de arroz, ¢ o acoplamento de um forte sistema de
fermentagdo alcoodlica com a capacidade de liberar o etanol produzido. Em scus
experimentos, 98% do etanol produzido estava presente no meio externo,

A quantidade dos produtos do metabolismo anaerdbico, durante o
periodo de embebigdo das sementes de 7. cassinoides, foi semelhante nos 4
tratamentos (Figuras 6-9). Houve uma ativagdo da via glicolitica em todos os
tratamentos ¢ provavelmente o que possibilitou que sementes em normoxia e
parcialmente submersas gernmninassem, foi o maior acesso ao O, Com isso,
sementes em normoxia ¢ parcialmente submersas puderam contar com o
funcionamento de um metabolismo parcialimente acrobico durante a embebigio,
o que deve ter resultado em maior produgio de energia para a germinagdo. Eim
anoxia e em submersiio total, as sementes contaram somente ou praticamente

com a energia produzida pelo metabolismo anaerobico que, neste caso, parece

ser suficiente apenas para manter a viabilidade das sementes por 15 e 20 dias,

respectivamente.
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A perda da viabilidade das sementes pode ser o resultado do gasto
excessivo de substrato respiratorio com o funcionamento da via fermentativa
e/ou do efeito toxico dos metabolitos produzidos ( etanol \ factato).

Al-Ani et al. (1985) ¢ Raymond ct al. (1985), relacionaram a
capacidade de germinar sob baixa pressdo de O, com a natureza das reservas
das sementes ¢ mostraram que sementes oleaginosas sdo incapazes de germinar
em pressdes parciais de O, que dificilmente afetam a germinagdo de sementes
ricas em carboidratos de reserva,

A degradagdo de lipidios requer mais O em comparagdo aos
carboidratos (Armstrong et al, 1994), fato que poderia explicar as diferengas

observadas na capacidade germinativa sob anoxia entre sementes ue sdo ricas

em lipidios e aquelas que sdo ricas em carboidratos.

Independente da ocorréncia da germinagdo, parece correlo pensar
que a disponibilidade de carboidratos seja necessaria para o sustento da
fermentagio ativa, que ird produzir a energia para a manutengao do
metabolismo celular durante uma incubagio longa sob anaerobiose.

Vale ressaltar que além da presenga de grandes reservas de amido ¢
necessario também, que as enzimas responsaveis pela sua degradagdo estejam
ativas. Grandes diferengas na capacidade para germinar em anoxia, sdo também
observadas entre sementes que armazenam carboidratos.

Perata et al. (1992) observaram que encuanto sementes de arroz
apresentam indugdo da a-amilase sob anoxia, concomitante com a degradagdo
de amido ¢ a germinagdo anaerdbica, as sementes de trigo sdo incapazes de
produzir a-amilase ¢ conseqiientemente ndo degradam amido e ndo germinam
sob estas condigdes. Os autores mostraram ainda que sementes de trigo podem
germinar sob anoxia quando glicose ou sacarose sdo fornecidos exogenamente,
sugerindo que a quantidade de aglicares soliveis presentes na semente ndo €
suficiente para permitir um metabolismo anaerdbico cficiente que leve a

germinagio.
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Em um estudo posterior, Perata et al. (1993) mostraram que somente
arroz é capaz de sintetizar o-amilase sob anoxia, enquanto outras scmentes de
cereais (trigo, cevada, aveia ¢ centeio) ndo o sdo e ndo germinam.

As sementes de 7. cassinoides apresentam glicoproteinas e lipidios
como reservas principais (Figura 2). Possuem ainda, uma quantidade menor
mas apreciavel de agucares livres (Tabela 1), que podem ser prontamente
fermentados ¢ uma quantidade pequena de amido (Tabela 1). Assim, parcce
coerente que sob anaerobiose, as sementes desta espécie ndo germinem ¢ que 08
carboidratos (presentes em menor proporgdo), tenham sido utilizados para
produgdo de energia suficiente apenas para a manutengio da viabilidade.

No entanto, em uitos casos, a morte celular ocorre antes da

exaustio do substrato fermentivel. Logo, os estudos metabdlicos da
sobrevivéncia de tecidos de plantas na auséncia de O,, €ém se concentrado na
possivel toxicidade dos produtos finais da fermentagdo (Ricard et al., 1994).
Hoje se sabe, que a toxicidade do ctanol ¢ menor do que previamente relatado
(Jackson et al., 1982). Contudo, alguns efeitos toxicos da fermentagdo alcodlica
tém sido atribuidos ao acetaldeido (Monk et al., 1987; Perata & Alpi, 1991),

A regulagiio do pH citossolico ¢ também considerada como um fator
determinante da sobrevivéncia dos tecidos das plantas em anoxia (Roberts et al.
1984a e 1985). A acidificagio do citossol tem sido relacionada ao lactato
(Roberts et al., 1984b ¢ 1992) ¢ & diminuigdo nos niveis de ATP (Saint-Ges et
al., 1991). Acidificagio podendo ser o resultado tanto da inibigdo do
bombeamento de protons, na baixa concentragio de ATP como da liberagdo de
protons através da hidrolise do ATP (Ricard et al., 1994},

A maior capacidade de sobreviver em anoxia, tem sido relacionada
com a menor producdo de lactato nos materiais vegetais (Rivoal et al., 1991).
Em tecidos de aleurona de cevada (os quais produzem grandes quantidades de
lactato), a capacidade de sobreviver em hipoxia foi relacionada com a excregao
de lactato para o meio (Hanson & Jacobsen, 1984). Similarmente, foi

encontrado uma excre¢o grande e sustentada de lactato por raizes anoxicas de



algumas espécies do género Limonium, tolerantes a anaerobiose (Rivoal &
Hanson, 1993) e também por raizes hipdxicas de cevada (Hoffman et al., 1986).

Quanto ao malato, seu papel ainda ndo ¢ claro em relagio a
tolerdncia a anaerobiose (veja Crawford, 1978; Keeley, 1978; Smith & Ap
Rees, 1979; Davies, 1980; Ap Rees et al., 1987 ¢ Joly, 1994).

A produgdo significativa de malato e lactato juntamente com a
produgdo de etanol em sementes de 7. cassinoides, parece ser uma estratégia
para impedir o acumulo de niveis muito altos de qualquer um dos metabolitos
em questdo. O mesmo foi observado e sugerido por Joly (1994) para raizes de
Chorisia  speciosa no inicio do alagamento. Crawford (1978) cita a
diversificagdo dos produtos finais glicoliticos como sendo uma estrateégia de

sobrevivéncia na auséncia de O,.

Os resultados obtidos a partir do estudo da germinagéc das sementes
de T cassinoides, sob condigdes distintas de disponibilidade de O,, mostraram
que a capacidade de germinar flutuando na agua pode ser essencial para o
estabelecimento da espécie em condigdes de solo alagado. Diante deste quadro,
tornou-se necessario para compreender a ampla domindncia da caxeta em areas
que passam a maior parte do ano encharcadas, um estudo das respostas
metabOlicas do sistema de raizes das plantas, quando submetidas ao

alagamento. O proximo capitulo é dedicado a este estudo.
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CAPITULO 2: METABOLISMO RESPIRATORIO
DO SISTEMA DE RAIZES DE TABEBUIA
CASSINOIDES SOB HIPOXIA
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1. INTRODUCAO

O alagamento altera muitos processos fisico-quimicos ¢ biologicos,
que influenciam profundamente na qualidade do solo, como meio para o
desenvolvimento das plantas (Ponnamperuma, 1984). Estas modificagdes
influenciam diretamente o metabolismo do sisterna de raizes de diferentes
espécies.

Quando o solo alaga e as temperaturas sdo relativamente altas, o que
estimula a respiragio, o O, dissolvido na agua ou preso nas cavidades de ar, ¢
rapidamente consumido pela respiragio das raizes das plantas e pelos

microrganismos do solo (Purvis & Williamson, 1972). Como a difusido de O, €
muito menor na dgua do que no ar, a reposigiio desse gas no solo alagado ¢
muito ineficiente, forgando a mudanga do metabolismo aerébico das plantas
para o anaerobico (Kawase, 1981).

Etanol e lactato (Bertani et al., 1980), bem como alanina (Bertani &
Brambilla, 1982a; Reggiani et al., 1988), sdo freqiientemente detectados nas
raizes de plantas alagadas ¢ a formagdo destes, através do metabolismo
anaerobico da glicose, € responsavel pela produgdo de energia no sistema de
raizes dessas plantas. A produgiio de ATP pelo metabolismo anaerdbico € baixa
quando comparada aquela do metabolismo aerdbico e Joly & Crawford (1982)
sugeriram que esta baixa energia produzida poderia ser compensada por uma
aceleracdo da glicolise. Concentrages elevadas de malato também sdo
frequentemente encontradas nas raizes de plantas, quando submetidas a
condigdes que restringem o acesso ao O, (Keeley,1978; Bertani & Brambilla,
1982b; Joly & Crawford, 1982; Schliiter et al., 1993).

Objetivando estudar o metabolismo anaerobico nas raizes de plantas
de I. cassinoides, estas foram entdo alagadas e os niveis de etanol, malato e

lactato quantificados.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Obtengio das Plantas e Delineamento Experimental

Em abril de 1996, varios frutos de 77 cassinoides foram coletados no
Parque Estadual da Serra do Mar - Nicleo Picinguaba. As sementes foram
postas para germinar em placas Gerbox sobre papel de filtro umedecido e
mantidas em germinador. As plantulas assim obtidas foram transplantadas para
areia grossa, contida em sacos confeccionados com tela de nylon, com matha

de Imm e capacidade de 2 litros.

As plantas foram cultivadas em casa de vegetagdo, recebendo dgua
duas vezes ao dia ¢ soluclo nutritiva de Hoagland (Hoagland & Arnon, 1938) a
10% a cada 15 dias, até o inicio dos experimentos.

Na segunda quinzena de novembro foi montado o experimento para
avalia¢do da tolerdncia das plantas ao alagamento e os possiveis mecanismos de
resposta envolvidos.

O experimento constou de 2 tratamentos:

- Plantas controle: regadas duas vezes ao dia;

- Plantas alagadas: mantidas em tanques, com a ldmina d dgua permanecendo a
3 cm acima da superficie do solo. A agua dos tanques foi coberta com plastico
preto para minimizar o crescimento de algas ¢ uma possivel oxigenagdo da
agua. Sobre o plastico foi colocada uma camada de papel aluminio para evitar
seu aquecimento. A agua dos tanques foi trocada a cada 20 dias

aproximadamente.
2.2. Quantificagiio dos Metabdlitos: Etanol, Malato e Lactato

A avaliagiio do conteudo de etanol, malato e lactato, fo1 realizada em
raizes de 6 plantas controle apos 30 ¢ 60 dias ¢ em raizes de 6 plantas

submetidas a 1, 5, 15, 30, 60 e 120 dias de alagamento.
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As plantas foram rapida e cuidadosamente removidas dos sacos, as
raizes lavadas, cortadas, postas em N, liquido para bloquear a atividade
metabolica e evitar a evaporagio do etanol, se presente ¢ pesadas, obtendo-se
cerca de 0,3 a 0,5g de material para a extragio. O procedimento para extragiio ¢
analise fot o mesmo ja descrito para sementes no Capitulo 1 (item 2.3.).

Como as plantas jovens ndo apresentavam um grande numero de
raizes laterais, praticamente todas as raizes foram utilizadas para a extrago,
ndo sendo possivel a utilizagdo apenas das regides apicais, tidas como as de
maior atividade metabolica.

Como o conteudo dos metabolitos foi semelhante nas raizes de
plantas controle, nos 2 tempos de tratamento, optou-se por apresentar

graficamente, a média obtida nas duas extragdes realizadas.
2.3. Delineamento Estatistico

As andlises cstatisticas bascaram-sc¢ na ANOVA ¢ determinou-se a

DMS pelo teste de Tukey (5%) (Sokal & Rohif, 1979).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAQ

A figura 1A mostra que plantas controle apresentaram uma
concentragio média de ctanol de 5,2 umol/g de peso fresco de raiz, enquanto
que plantas alagadas por 5 dias apresentaram uma concentragio de 10,6 pmol/g
de peso fresco de raiz, mdicando um aumento significativo de 2,04 vezes em
plantas alagadas. Com 15 dias de alagamento a concentragdo de etanol
diminuiu, chegando ao nivel das plantas controle. A presenga de etanol, mesmo
que em pequena quantidade nas plantas controle, indica que também nestas, a
via fermentativa ¢ funcional. Isto pode ocorrer porque certas regioes da raiz,
principalmente meristemas apicais, representam areas onde existe uma maior
compactagido das células, dificultando o acesso aec O, ou porque sdo
metabolicamente muito ativas ¢ o O, disponivel pode ndo atender a demanda,
fazendo com que nestas regides, o metabolismo seja desviado para rotas
anaerdbicas.

Com relagdo ao lactato (Figura 1B), nfo foi observado nenhum
acimulo significativo deste em plantas alagadas, evitando assim uma possivel
acidificagdo do citoplasma celular, o que leva algumas plantas & morte (Roberts
ct al., 1984a).

Quanto ao malato (Figura 1C) foi observado um aciumulo
significativo deste com 15 e 120 dias de alagamento. A menor produgio de
malato com 30 ¢ 60 dias pode ter ocorrido em funcdo da necessidade de se
trabalhar com grupos diferentes de plantas, jA4 que a quantificagdo dos
metabdlitos € uma medida destrutiva.

Nyssa silvatica (Keeley, 1978) ¢ Astrocaryum jauari (Schliiter et al.,
1993), ambas espécies tolerantes ao alagamento, mostraram um aumento

consideravel de malato em suas raizes quando inundadas. A razdo para este

acumulo ndo esta relacionada & produgfio de energia anacrobica pela planta, se

levado em consideragdo que esta via ¢ mediada pela fosfoenolpiruvato
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Figura 1 - Efeito do alagamento sobre o conteiido de metabolitos em raizes de
T cassinoides. A etanol, B: lactato e C: malato. Dados representam média * erro
padrio, n=6.

carboxilase (Smith & Ap Rees, 1979; Davies, 1980). Se a fosfoenolpiruvato
carboxiquinase estivesse envolvida na produgdo de malato, ocorreria a

formagdo de 2 moles de ATP por mol de glicose (Davies, 1980). Esta enzima,
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no entanto, foi encontrada apenas em uma planta tolerante ao alagamento -
Carex arenaria (McManmon & Crawford, 1971) e suas propriedades ndo t€ém
sido descritas, de forma que o seu papel na producio de malato ¢ dificil de
avaliar (Davies, 1980).

Uma hipotese ja sugerida foi a de que o malato pode se acumular em
resposta a um desequilibrio idnico nas raizes (Keeley, 1978). Numerosos
estudos mostram que o contendo de malato aumenta nas raizes, quando cations
sdo absorvidos em excesso em relagdo aos anions, devido a um aumento na
concentragio de cations no meio (Jacobson & Ordin, 1954; Hialt, 1967 ¢
Jacoby & Laties, 1971), ja que com o alagamento varias caracteristicas do solo

sdo radicalmente alteradas. Para Ernst (1990), o acimulo de malato € mais do

que um modo de balancear um desequilibrio 1dnico e sugere que este pode
funcionar como langadeira, transferindo cations como ferro e manganés do
citoplasma para o vacuolo.

Ja que o acumulo de malato nas raizes de 7. cassinoides,
possivelmente ndo esté relacionado com a produgdo de energia, que néo houve
alteragdio nos niveis de lactato e que a quantidade de etanol diminuia com 15
dias de alagamento, igualando-se aquela de plantas controle, parece provavel
que uma estratégia metabolica de tolerdncia ao alagamento nesta especie,
assuma um papel menor.

Na literatura ha controvérsias sobre qual resposta, se a anatdmica ou
a metabolica, ¢ a mais importante para a sobrevivéncia das plantas ¢ para a
capacidade competitiva em condigdes alagadas (Armstrong, 1979; Tripepi &
Mitchell, 1984).



Alguns autores como Joly & Crawford (1982), Joly (1994) e
Crawford & Brindle (1996), sugerem que a importincia destas adaptagoes
metabolicas e anatdomicas varia de espécie para espécie. Conseqiientemente, a
compreensdo da estratégia que permite & uma determinada espécic ocupar arcas
sazonal ou permanentemente alagadas, exige o estudo integrado das respostas
metabolicas e anatomicas de individuos submetidos a saturagdo hidrica do solo.
No proximo capitulo sdo apresentados ¢ discutidos os resultados relativos aos

aspectos anatémicos.



39

CAPITULO 3 : ADAPTACOES MORFO-
ANATOMICAS E CRESCIMENTO DAS PLANTAS
DE TABEBUIA CASSINOIDES



&)

1. INTRODUCAOQO

A taxa de crescimento ¢ produgio de biomassa de plantas terrestres
sob alagamento sdo normalmente reduzidas (Drew, 1983; Jackson & Drew,
1984; Medri, 1985; Pimenta et al., 1996; Kolb et al., 1998 ¢ Medri et al., 1998).
No entanto, espécies higrofitas sdo capazes de evitar tais condigbes devido a
formagdo de acrénquima, que fornece um meio eficiente para manter o sistema
de raizes em condigdes aerdbicas (Armstrong, 1979, Laan et al., 1990) e como
conseqiléneia, o crescimento pode ser mantido ou retomado (Laan & Blom,

1990).

Em espécies de Rumex, o desenvolvimento de aerénquima determina
o grau de tolerancia ao alagamento (Laan et al., 1989), e Perata & Alp1 (1993)
atribuiram a sobrevivéncia do arroz em solos alagados a sua capacidade de
evitar a anaerobiose, através da boa capacidade de aeragdo das raizes pelo
aerénquima.

Muitas mudangas na morfologia ¢ na anatomia de plantas lenhosas
alagadas sdo atribuidas aos horménios, j& que o alagamento altera
substancialmente as relagBes hormonais enddgenas em plantas (Reid &
Bradford, 1984). Em raizes anaerébicas de plantas alagadas, o dcido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico (ACC, um precursor do etileno) ¢ sintetizado
e transportado para a parte aérea (Yang & Hoffman, 1984; Yamamoto et al.,
1987) ou mesmo para a regido cortical mais aerada da propria raiz (Jackson,
1994), onde ¢ convertido em etileno. Hipertrofia de lenticelas (Angeles et al.,
1986), formagdo dec aerénquima (Hook, 1984) e de raizes adventicias
(Yamamoto & Kozlowski, 1987a) tém sido relacionadas aos efeitos
regulatorios do etileno induzido pelo alagamento.

As auxinas também tém seus niveis aumentados devido & queda da
atividade do sistema AlA-oxidase, pela falta de aeragdo nas raizes. E sugerido
que a hipoxia causa estagnagio do transporte de auxinas para as raizes, o que

pode levar a um acimulo destas na base do caule, resultando na formagio de
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raizes adventicias (Visser et al., 1995). Os niveis de citocininas e giberelinas
sao diminuidos pelo alagamento (Burrows & Carr, 1969; Reid & Crozier,
1971), enquanto que os niveis de acido abscisico sfo aumentados (Zhang &
Davies, 19806).

Tendo em vista que as respostas metabolicas parecem assumir um
papel menor em plantas alagadas de 7. cassinvides (Capitulo 2), tornou-se
imprescindivel estudar as respostas anatdmicas e o seu envolvimento em

capacitar esta espécie a colonizar areas alagadas durante praticamente o ano

todo.
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2. MATERIAL E METODOS

Para cfeito comparativo das respostas apresentadas, as plantas
utilizadas nos experimentos descritos a seguir, foram obtidas e cultivadas do

mesmo modo que aquelas destinadas a extragdo de metabolitos (Capitulo 2).

2.1. Porosidade das Raizes

A porosidade foi quantificada na raiz principal (nos Scm apicais,

descontando-se Tcm do apice) e nas raizes laterais de 5 plantas controle e 5
plantas alagadas por 15, 30 e 60 dias, pelo método do Picndmetro (Jensen et al |
1969). Esta medida baseia-se no volume de agua deslocado pelos espagos de ar
na raiz intacta e depois homogeneizada.

Para a medida de porosidade, as plantas foram removidas dos sacos
e tiveram suas raizes cuidadosamente lavadas em dgua corrente, para remogio

dos grios de areia. Para a realizagdo das medidas, um picndmetro com
capacidade para 50ml foi preenchido com 4agua ¢ pesado (PA).
Aproximadamente 0,2g para a raiz principal e entre 0,4-0,7g para raizes
laterais, foram cortados e secos em papel absorvente ¢ pesados (R), sendo
as amostras entdo introduzidas no picnémetro cheio de dgua e novamente
pesadas (PAR). Depois estas foram retiradas, homogeneizadas em um graal
com auxilio de um pestilo (para remogdo do ar de dentro das raizes) ¢ re -
introduzidas no picnémetro para nova pesagem (P ARH).

A porosidade das raizes foi determinada com o uso da formula;

% POR = Parii- PAr x 100
Pa+R -Par
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2.2, Estudo Anatomico

Objetivando verificar se houve ou ndo a formagiio de acrénquima,
foram coletados segmentos das raizes laterais de plantas controle e plantas que
foram alagadas por 1 e 8 meses. Os segmentos foram fixados em Glutaraldeido
3% e Paraformaldeido 2% em Tampio Fosfato pH 7,0 0,05M por 3 dias ¢ em
Tetréxido de osmio 1% por uma noite, desidratados em série crescente de
etanol, secados ao ponto critico e metalizados com ouro. As raizes assim
processadas foram observadas e fotografadas no Microscopio Eletrdnico de
Varredura (Zeiss, DSM 940A).

2.3 Difusdo de O,

Para observar a ocorréncia da difusio de oxigénio das raizes das
plantas para o meio, foi utilizada a técnica do Azul de Metileno (Armstrong &
Armstrong, 1988),

O experimento fo1r montado com 3 plantas controle ¢ 3 plantas
alagadas por 1 e 2 meses. As plantas foram retiradas dos vasos e as raizes
lavadas em agua corrente para a remogdo da arcia. Apos a esterilizagio
superficial das raizes em cloreto de mercurio 0,02%, estas foram colocadas em
recipientes contendo agar 1,5%, Azul de Metileno e ditionito de sodio. O
corante ¢ azul quando oxidado e incolor quando reduzido pelo ditionito de
sodio. Havendo difusfo de oxigénio para o meio, o corante se¢ oxida, formando
halos azuis ao redor das raizes.

Para certificar o bom funcionamento do sistema, foi montado um
experimento onde a planta tinha a parte aérea seccionada, sendo a 4arca da
secgdo coberta com lanolina. As raizes foram submersas em uma solugio
contendo ditionito de sédio por 2 horas antes da sua transferéncia para o agar,

para forgar a remoglo do oxigénio que poderia estar armazenado nas raizes,
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2.4, Avaliagdo do Cresctmento e Respostas Morfoldgicas

No micio dos tratamentos, 5 plantas foram utilizadas para as
medidas de comprimento e massa seca das partes aéreas ¢ das raizes de cada
planta, servindo as mesmas como referéncias. Novas medidas foram realizadas
nas plantas apos 30, 60 e 120 dias (60 alagado e 60 na capacidade de campo ou
120 dias para a condigdo controle ou alagada).

As medidas de matéria seca foram obtidas apds as plantas
permanecerem em estufa a 80°C por 48 horas,

Para o grupo de plantas controle ¢ alagadas por 120 dias, também foi
registrado mensalmente o niimero de folhas novas produzidas.

Ao longo do experimento foram observadas ¢ analisadas as
modificagdes morfologicas, tais como a produgdo de lenticelas hipertroficas e o

desenvolvimento de raizes adventicias.
2.5. Delineamento estatistico

A analise dos dados de porosidade (transformados para arcoseno da
raiz quadrada da porcentagem) € dos pardmetros de crescimento, foram
baseados na ANOVA e a DMS foi determinada pelo teste de Tukey (5%)
(Sokal & Rohlf, 1979).



45

3. RESULTADOS E DISCUSSAQ

3.1. Porosidade das Raizes

A porosidade da raiz principal ¢ das raizes laterais ndo diferiu
estatisticamente entre os tratamentos (Tabela 1), porém nas raizes laterais
parece haver uma tendéncia de aumento na porosidade, que fica clara em
plantas com maior tempo de alagamento (12% em plantas alagadas por 8 meses
- dados ndo apresentados). Convém esclarecer que em plantas alagadas por 15 ¢
30 dias ndo havia ainda a formagiio de novas raizes induzidas pelo tratamento,
for observado apenas o crescimento dos apices das raizes originais. Com 60
dias de alagamento, raizes com morfologia diferenciada, mais espessas,
retilineas ¢ menos ramificadas, foram facilmente reconhecidas como raizes
induzidas pelo alagamento, mas ndo havia ainda um nimero suficiente destas
para que fossem amostradas separadamente. Estas, provavelmente apresentam
maior porosidade e refletem a tendéncia de aumento desse pardmetro nas raizes
laterais amostradas nestas plantas (Tabela 1). As plantas utilizadas para estas
medidas, eram jovens ¢ ndo apresentavam um niunero grande de raizes laterais,
da mesma maneira que as plantas utilizadas para o estudo dos metabolitos
(Capitulo 2). Aqu também foram utilizadas praticamente todas as raizes
presentes na planta, e assim, as medidas representam a média da porosidade
encontrada nas raizes como um todo, incluindo desde aquelas menos porosas
até as mais porosas (induzidas pelo alagamento). Ja as plantas com 8 meses de
alagamento, mostraram uma modificagdo acentuada do sistema de raizes
original, apresentando um grande namero de raizes induzidas, que eram
continuamente formadas em substituigdo aquelas que morriam.

As medidas de porosidade mostraram que as plantas controle
apresentam uma porcentagem constitutiva de espagos de ar nas raizes e que a
porosidade aumenta em resposta a periodos mais longos de alagamento,

naquelas raizes que foram induzidas pelo tratamento,
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Tabela 1 - Porcentagem de espagos de ar na raiz principal e nas raizes laterais

de 1. cassinoides.

Tratamento Raiz Principal Raizes Laterais
Controle 19,27 + 1,65 4,3 40,65
Alagado 15 dias 16,73 + 1,16 4,8 £ 0,80
Alagado 30 dias 19,80 + 0,96 3,9+0,91
Alagado 60 dias 19,34 £ 0,74 6,1 10,90

Dados representam a média £ erro padrio, n=5. Nao ha diferenca significativa
entre os tratamentos.

A ocorréncia de acragdo interna ndo depende necessariamente da

formagdo de um extenso acrénquima (Laan et al., 1990). Armstrong et al. (1982
e 1983) verificaram que raizes de ervilha com porosidade de 2-4% mostravam
aeracdo interna e Armstrong (1979) e Willigen & Noordwijk (1984) calcularam
que mesmo porosidades de 1-4% podem contribuir significativamente para a
respiragdo da raiz sob hipoxia, desde que os espacos intercelulares formem um
sistema continuo.

No Capitulo 2 foi mostrada uma diminuigdo na produgio de etanol
nas raizes de 7. cassinoides com 15 dias de alagamento ¢ que esta ndo voltava a
aumentar nos tempos maiores de tratamento, ficando a quantidade deste
metabolito no mesmo nivel daquela encontrada nas plantas controle. A partir
destes resultados, seria logico atribuir esta queda na produgdo de etanol a um
aumento na porosidade das raizes, o que possibilitaria o transporte de O, da
parte aérea para as raizes e a retomada do metabolismo aerobico. No entanto,
os dados de porosidade (Tabela 1) mostraram que a diminuigdo do etanol nio
coincide com um aumento da porosidade.

Como as plantas de 7. cassinoides apresentam uma quantidade de
espagos de ar constitutiva, parece provavel que o aumento na produgio de
etanol no inicio do alagamento ocorra num periodo de acomodagio do
metabolismo das raizes e que apds este periodo, ocorra uma retomada total, ou

pelo menos parcial da respiragdio acrobica nas raizes.
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3.2. Estudo Anatdmico

O estudo da anatomia das raizes laterais de 7. cassinoides, mostrou a
presenga de espagos intercelulares tanto nas plantas controle (Figura 1) quanto
nas plantas que foram alagadas por 30 dias (IFigura 2).

Dentre as plantas que ficaram alagadas por 30 dias, observa-se que
pode haver uma diferenciagdo no desenvolvimento de aerénquima entre
diferentes raizes (a Figura 2 mostra uma raiz onde sfo encontrados
principalmente espagos intercclulares, enquanto que a Figura 3 mostra wma
outra raiz onde ja ocorre a formagéo de lacunas).

As figuras 4 e 5 mostram raizes que foram induzidas pelo

alagamento com maior tempo de duragio (8 meses). Nestas, observa-se um
aerénquima bem desenvolvido, com a presenga de grandes lacunas e que estas
t€m origem esquizogénica, formadas a partic da separagfo das paredes das
cclulas, ao contrario da origem lisogénica, onde também ocorre lise ¢ morte de
células.

O aerénquima ¢ composto de espagos intercelulares e/ou lacunas
preenchidas com ar (Smirnoff & Crawford, 1983) e quando funcional, facilita o
transporte de O, da atmosfera ¢/ou da parte adrea da planta para as raizes e
rizosfera. Este tecido possui baixa resisténcia ao movimento do O, (Armstrong,
1979, Drew et al., 1985) ¢ menor quantidade relativa de células respirando,
porém mantém suficiente estrutura de suporte (Williams & Barber, 1961).

A formagdo de aerénquima pode aumentar as chances de
sobrevivéncia de muitas espécies presentes em solos hidromérficos (Kawase,
[981). A presenga deste tecido nas raizes de espécies de solos encharcados tem
sido freqiientemente observada (Dacey, 1980; Kawase & Whitmoyer, 1980;
Medri, 1985; Justin & Armstrong, 1987; Pezeshki et al,, 1991; Medri et al.,
1998).
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Figura 1- Micrografia da raiz lateral de uma planta controle de 7. cassinoides. Barra =
25um. A seta indica a presenga de espagos intercelulares.

Figura 2- Micrografia da raiz lateral de uma planta de 7. cassinoides alagada por 30
dias. Barra = 25um. A seta indica a presenga de espacos intercelulares.
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Figura 3- Micrografia da raiz lateral de uma planta de 1. cassinoides alagada por 30

dias. Barra = 25um. A seta indica a presenca de lacunas.

A formagdo de aerénquima em algumas espécies parece resultar do
desenvolvimento de condi¢bes anaerdbicas nas raizes, seguido pelo aumento da
sintese e acamulo de etileno (Drew et al, 1979; 1981). Ja, Yamamoto &
Kozlowski (1987b) consideraram que as auxinas podem estar diretamente

associadas com a formagdo de espagos intercelulares.
3.3. Difusdo de O,

Tanto plantas controle quanto plantas alagadas por 1 e 2 meses,
apresentaram difusio de O, para o meio (Figura 6), principalmente nas por¢oes

mais apicais das raizes laterais, sugerindo a funcionalidade do tecido poroso no

transporte de O,, o que pode possibilitar a respiragdo aerdbica e amenizar os

efeitos do alagamento.
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Figura 4- Micrografia da raiz lateral de uma planta de 7. cassinoides alagada por 8
meses. Barra = 100um. As setas indicam a presenca de lacunas.

Figura 5- Micrografia da raiz lateral (em detalhe) de uma planta de T. cassinoides
alagada por 8 meses. Barra = 25um. A seta indica a presenga de lacunas.
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Figura 6 - Difusdo de O, das raizes de T. cassinoides apos 2 meses de

alagamento.

Oxidagdo da rizosfera é considerada uma caracteristica importante
de tolerancia ao alagamento (Ottow et al., 1982), ja que por este mecanismo,
toxinas potenciais no solo, como formas reduzidas de Fe e Mn, que podem
aumentar até niveis toxicos sob condicdes anaerdbicas, podem ser imobilizadas
(Ottow et al., 1982 e Laan et al., 1991).
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3.4. Avaliacdo do Crescimento e Respostas Morfologicas

A inibig¢do do crescimento da raiz, em resposta a deficiéncia de O,
no solo, tem sido relatada para muitas espécies de plantas vasculares, sob uma
variedade de condi¢Ses experimentais (Drew & Lynch, 1980; Cobb &
Kennedy, 1987; Pezeshki & Delaune, 1990), bem como a redugdo no
crescimento em altura de espécies lenhosas (Sena-Gomes & Kozlowski, 1980a
e b; Tang & Kozlowski, 1982a e b; Joly, 1986; Kludze et al., 1994; Kolb et al.,
1998; Medri et al, 1998). No entanto, a Figura 7 mostra que para 7.
cassinoides, o comprimento da parte aérea de plantas que foram alagadas

por 60 e 120 dias, foi significativamente maior do que o de plantas controle,

Comprimento p. aérea (cm)

REF CC30 AL30 GCC60 AL60 CC120 AL120 REA

Figura 7 - Efeito do alagamento sobre o comprimento da parte aérea de plantas
de T cassinoides. REF: plantas referéncias; CC: plantas controle; AL: alagadas
e REA: plantas reaeradas (60d alagadas e 60d na condigdo controle). Os dados
representam a média + erro padrdo, n=>5.

indicando uma vantagem competitiva das plantas desta espécie em relaglo
aquelas que toleram o alagamento mas que apresentam um menor crescimento
durante este periodo. Plantas que foram alagadas por 60 dias e depois

desalagadas (reaeradas) por 60 dias, também mostraram um comprimento
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significativamente maior da parte aérea quando comparadas aquelas plantas que
permaneceram por 120 dias na situagdo controle, mostrando mais uma vez que
o alagamento favorece o crescimento das plantas.

Readmissdo de O, apos um periodo de auséncia pode causar séria
injuria para os tecidos da planta (Crawford, 1992). Assim, nos estudos de
susceptibilidade das plantas & baixa tensdo de O,, ha necessidade de considerar
tanto o evento de anoxia quanto o de pds-anoxia (Monk et al., 1987; Crawford
& Wollenweber-Ratzer, 1992). A reexposigdo dos tecidos ao O, pode levar a
produgdo de radicais superoxidos (Halliwell, 1984; Monk et al., 1989) e a uma
rapida oxidagdo de metabolitos que foram acumulados anaerobicamente

(principalmente etanol ¢ ACC), levando & formagéo de acetaldeido e etileno.

De acordo com Asada & Takahashi (1987) e Larson (1988), a
oxidagdo dos componentes celulares ¢ prevenida através de uma variedade de
mecanismos ndo enzimaticos (como a presenga de acido ascorbico reduzido,
glutationa e o-tocoferol - antioxidantes naturais) e enzimaticos que fornecem
protecdo contra os radicais superoxidos.

Albrecht & Wiedenroth (1994) sugeriram que a capacidade de
manter o balango entre a formagdo e desintoxicagdo de radicais superoxidos
provavelmente aumenta o potencial de sobrevivéncia e a tolerancia das raizes a
variagdo da tensdo de O,

Plantas de 7. cassinoides quando reaeradas, ndo apresentaram
nenhum sintoma visivel de injuria, o que leva a crer, que estas apresentam
mecanismos para evitar possiveis danos que possam vir a ocorrer neste periodo.

Plantas alagadas de 7. cassinoides, também apresentaram um
investimento significativo na produgdo de novas folhas quando comparadas as
controle (Figura 8).

Quanto ao incremento de massa seca, foi observado que a parte
aérea de plantas alagadas foi maior do que a de plantas controle (Figura 9) ¢
isto foi resultado do maior comprimento da parte aérea (Figura 7) e do maior
nimero de folhas novas produzidas em plantas alagadas (Figura 8). A massa

seca da raiz (Figura 9) também foi maior em plantas alagadas do que em plan-
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Namero de folhas novas

0 I I | I
0 30 60 90 120

Dias de tratamento

Figura 8 - Efeito do alagamento sobre a iniciagdo foliar em plantas de T
cassinoides. (m) controle (m) alagado. Dados representam a média + erro padrao,
n=5.

Massa seca (g)

REF CC30 AL30 CC60 AL60 CC120 AL120 REA

Figura 9- Efeito do alagamento sobre a massa seca da raiz e da parte a€rea de
plantas de 7. cassinoides. REF: plantas referéncias; CC: plantas controle; AL:
alagadas e REA: reaeradas (60d alagadas e 60d na condigdo controle).

@ Raiz mm Parte aérea

tas controle e isto se deve em parte & maior producio e crescimento de raizes

laterais novas em plantas alagadas (Figura 10). A massa seca da parte aérea e



das raizes foi significativamentc maior nas plantas alagadas, somente com 120
dias de tratamento.

Davanso (1994) estudando Sesbania virgata, espécie arbustiva que
freqiientemente ocorre em areas inundéveis, também observou um aumento na
massa seca da raiz e parte aérea das plantas alagadas em relagdo as controle.

O fato de 7. cassinoides crescer mais quando alagada,
possivelmente favorece a espécie na competigdo com as demais e explica ao
menos em parte a formagio de extensos caxetais nos locais brejosos da planicie
litoranea.

O maior crescimento de uma planta quando alagada ¢ pouco comum.

Espécies de Rumex quando submersas, mostram um aumento na

produgiio de etileno e a este fato, foi relacionada a capacidade de crescimento
de caules ¢ peciolos que protraem acima da superficie da agua, restabelecendo
o contato destas plantas com a atmosfera (Voesenek & Blom, 1989). A
submersio resulta em um aprisionamento do etileno na planta, como
conseqiiéncia do coeficiente de difusdo desta substincia ser 10.000 vezes
menor na agua do que no ar (Jackson, 1985).

Para plantas de 7. cassinoides, com as partes aéreas em contato
permanente com a atmosfera, o que facilita a difusdo, fica mais dificil
relacionar o etileno com o maior crescimento que foi observado nas plantas
alagadas, mesmo porque nesta espécie, o crescimento em altura foi
acompanhado de um aumento na biomassa, de modo que se ha envolvimento do
etileno, deve ser de maneira indireta.

Além do possivel envolvimento hormonal, outra questdio a ser
abordada é que as plantas desta espécie apresentaram um maior namero de
folhas quando alagadas, o que resulta numa ampliagdo da area fotossintética e
numa maior fixagdo de carbono, possibilitando assim o maior crescimento

destas em relagdo as plantas controle.

A Figura 10 mostra uma planta alagada e uma controle, ao final dos
120 dias de tratamento. Nota-se que tanto a parte aérea quanto o sistema de

raizes foi melhor desenvolvido na planta alagada. A iniciagdo e expansdo foliar
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ndio foram inibidas com o alagamento e respostas como abscisio, necrose €
murchamento das folhas ndio foram observadas. Ao final do periodo de
alagamento, o sistema de raizes apresentado era saudavel, formado por raizes

laterais mais numerosas do que aquelas encontradas nas plantas controle

(Figura 10).

Figura 10 - Plantas de T cassinoides apos 120 dias de tratamento. A: alagada,
B: controle.
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Quanto as alteragdes morfologicas, somente algumas plantas
apresentaram formagdo de raizes adventicias (que foram pouco numerosas, 1 a

3 por planta) e/ou alguma hipertrofia de lenticelas (Figura 11). Estas estruturas
surgiram em algumas plantas com 10-15 dias de alagamento ¢ em outras

somente com 30-45 dias de alagamento.

Figura 11 - Planta de 7. cassinoides ap0s 120 dias de alagamento, com

hipertrofia de lenticelas e formagao de raiz adventicia.

A ocorréncia de lenticelas hipertroficas foi observada em varias
espécies lenhosas sujeitas ao alagamento (Andersen et al., 1984; Kozlowski,
1984; Medri, 1985; Pimenta et al., 1996; Kolb et al., 1998; Medri et al., 1998) e

¢ sugerido que as mesmas acentuam a difusdo de O, para as raizes (Kozlowski,
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1984) ou eliminam metabolitos potencialmente toxicos como etanol,
acetaldeido ou etileno (Chirkova & Gutman, 1972).

A formagdo de raizes adventicias também foi relatada por varios
autores, entre eles Jackson et al. (1981), Kawase (1981), Blom et al. (1994),
Visser et al. (1995), Yamamoto et al. (1995) e Medri et al. (1998). O papel
destas estruturas foi relacionado ao aumento da capacidade de absor¢do de agua
e nutrientes (Hook & Scholtens, 1978), favorecimento da oxidagdo da rizosfera
(Hook et al., 1970) e ao aumento da sintese de hormdnios, especialmente
giberelinas e citocininas (Reid & Bradford, 1984).

Em resumo, os resultados aqui apresentados sugerem que a presenga

de espagos intercelulares (caracteristica constitutiva da espécie) e a capacidade

de formar um aerénquima bem desenvolvido sob condigdes de alagamento,
aumentem a difusdo de O, da parte aérea para as raizes. Assim a respiragdo
acrébica seria mantida e, juntamente com a capacidade de oxidagdo da
rizosfera, poderia manter o crescimento das plantas enquanto alagadas,
garantindo o seu sucesso no ambiente de restinga onde a saturagéo hidrica do

solo pode perdurar por meses.
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A germinagdo das sementes e o subseqiiente estabelecimento da
plantula sdo fases essenciais do ciclo de vida das plantas e podem representar o
periodo de maxima vulnerabilidade a mudangas fisicas no ambiente (Angevine
& Chabot, 1979).

Esta afirmagdo aliada ao fato de que na natureza, a dispersdo das
sementes de 7. cassinoides ocorre durante a época chuvosa, periodo em que o
solo se encontra alagado, faz com que a busca dos mecanismos que
possibilitam a presenga desta espécie neste ambiente, restritivo a maioria das
espécies, esbarre na necessidade de estudar tanto o processo germinativo
quanto as respostas apresentadas pelas plantas jovens quando submetidas a uma

condigdo de hipoxia.

Sementes de 7. cassinoides ndo germinaram quando totalmente
submersas ou em anoxia. A morfologia da semente, responsavel pela
capacidade de flutuar na dgua, mesmo apos a embebigdo da semente e a alta
porcentagem de germinagdo alcangada nesta condigdo, podem ser essenciais
para que as sementes desta espécie tenham condigdes de suplantar este estadio
inicial em um ambiente sujeito a periodos de inundagao.

O sucesso do estabelecimento de 7. cassinoides em areas alagadas
possivelmente resulta da combinagdo de propagagdo vegetativa com a
adaptagdo tanto das sementes quanto das plantulas ao alagamento.

Durante o processo de germinagdo, foi observada uma alta atividade
da via fermentativa, independente do tratamento, havendo a produgdo de
grandes quantidades de etanol e lactato, bem como do malato. As sementes que
tiveram maior acesso ao O,, ou seja, aquelas em normoxia e parcialmente
submersas, a despeito da ativagdo da via fermentativa, devem ter garantido
maior produgdo de energia, com menor gasto de substrato, através de um
metabolismo parcialmente aerobico, possibilitando a germinagdo. Sementes
totalmente submersas (com menor acesso ao O,) ou em anoxia (na auséncia de
0,), dependeram praticamente ou totalmente do metabolismo fermentativo, que
produz menos energia e requer grandes quantidades de substrato. A ativagdo da

via fermentativa nas sementes sob estas condigdes, provavelmente ndo produziu
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a energia necessaria para a germinagdo, garantindo apenas a sobrevivéncia das
sementes durante um periodo relativamente curto, sugerindo que a perda da
viabilidade resultou da exaustdo do substrato fermentavel, tendo em vista que
as sementes desta espécie ndo apresentam grande quantidade de carboidratos ou
da toxicidade dos metabélitos produzidos durante este periodo.

Os estudos sobre a tolerdncia de plantas jovens ao alagamento quase
sempre enfocam as respostas do metabolismo reapiratorio ou as respostas
morfo-anatdmicas, quando na verdade um compromisso entre ambas € o que
confere uma estratégia de sucesso em muitas plantas (Joly & Crawford, 1982).

Para compreender a estratégia adotada por plantas de 7. cassinoides

quando alagadas, foram estudados alguns aspectos do metabolismo ao lado de

aspectos morfo-anatomicos, que foram obtidos em experimentos conduzidos da
mesma forma e em tempos comparaveis.

Desta maneira, verificou-se que nesta espécie a resposta metabolica
assume um papel menor. Ocorre um aumento na produgo de etanol no inicio
do alagamento mas ja com 15 dias o ctanol quantificado nas raizes retorna ao
nivel observado nas plantas controle e ndo volta a subir.

Tendo em vista que as raizes de 7. cassinoides apresentam uma
quantidade constitutiva de espagos de ar e que a queda na produgéo de etanol
ndo é acompanhada de um aumento na porosidade das raizes, sugere-se que a
aceleragdo da via fermentativa tenha ocorrido num periodo de acomodagdo do
metabolismo frente & condigdo de hipoxia e que apos este periodo, ocorra uma
retomada do metabolismo aerdbico.

Deve-se lembrar que a quantidade de etanol produzida pelas raizes
pode ser maior do que aquela quantificada, se levado em consideragdo a
possibilidade de difusdo deste para o meio, e que o metabolismo anaerobico
pode ter um papel maior do que lhe foi atribuido.

No entanto, a divisio celular em ecucariotos requer O,
Consegqiientemente, qualquer planta que apresenta crescimento da raiz num solo
encharcado ou alagado, deve ser capaz de fornecer a este 0rgdo um suprimento

adequado de O,, ao menos durante periodos de crescimento que envolvam
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divisdo de células (Crawford, 1992). Como plantas alagadas de 7. cassinoides
apresentaram um incremento significativo na biomassa, envolvendo a produgdo
de novos orgdos (raizes laterais, folhas) que necessariamente envolvem a
divisdo de células e ndo apenas o seu alongamento decorrente da absorgdo de
agua (aumento na massa fresca), parece improvavel que o metabolismo
anaerobico possa assumir o papel principal.

Logo, a presenga constitutiva de espagos intercelulares, a capacidade
de formar um aerénquima bem desenvolvido ap6s um periodo maior de
alagamento e a capacidade de oxidar a rizosfera, provavelmente constituem
caracteristicas responsaveis pelo crescimento vigoroso das plantas de T.

cassinoides quando alagadas, favorecendo a espécie no processo de competigdo

e explicando ao menos em parte a formagdo de extensos caxetais nos locais

brejosos da planicie litoranea.
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CONSIDERACOES FINAIS:
- As sementes de 7' cassinoides ndo apresentaram fotoblastisio;

- Suas sementes alcangaram 100% de germinagdo enquanto
flutuavam na agua, mas ndo germinaram em anoxia ou quando totalmente
submersas, permanecendo viaveis sob estas condigdes por 15 e 20 dias,

respectivamente;

- As reservas cotiledonares sdo constituidas principalmente por

glicoproteinas ¢ lipidios, apresentando ainda uma quantidade menor, mas

apreciavel de agucares livres;

- Durante a embebigdo das sementes a via fermentativa fo1 ativada,
levando a uma grande produgéo de etanol, lactato ¢ de malato, sendo o primeiro

produzido em maior quantidade;

- 50% do etanol produzido por sementes parcialmente ¢ totalmente

submersas, foi encontrado na solugdo;

- As plantas desta espécie mostraram um aumento na produgdo de
etanol no inicio do alagamento, mas com 15 dias a sua quantidade foi a mesma
daquela encontrada em plantas controle. A produgdo de malato tambem
aumentou em plantas alagadas. Quanto ao lactato, ndo foi observado nenhum

acumulo significativo deste sob alagamento;

- As raizes das plantas apresentaram uma quantidade de espagos de

ar constitutiva, que foi aumentada com tempos maiores de alagamento,

formando um aerénquima bem desenvolvido;
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- Tanto plantas controle quanto alagadas apresentaram difusdo de O,

para o meio;

- A massa seca da parte aérea de plantas alagadas foi maior do que a
de plantas controle, como resultado do maior comprimento da parte aérea e do

maior namero de folhas novas produzidas nestas plantas;

- A massa seca da raiz também foi maior em plantas alagadas e isto
deveu-se a maior produgdo e crescimento de raizes laterais novas nas plantas

sob alagamento;

- Plantas alagadas desenvolveram algumas raizes adventicias e

também lenticelas hipertroficas;

- A combinagdo de propagagdo vegetativa com a adaptagdo tanto das
sementes quanto das plantas ao alagamento, possibilitam o sucesso do
estabelecimento de 7. cassinoides em arcas onde a saturag@o hidrica do solo

pode perdurar durante grande parte do ano.
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