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Resumo: Estratégias adaptativas de espécies arboreas tipicas de ambiente de

solo hidricamente saturado: uma abordagem morfolégica, bioquimica e
ecofisiolégica: A saturacdo hidrica do solo leva a uma rapida exaustdo do O, ©
que limita processos como a germinagdo, o estabelecimento e o crescimento das
plantas. Foram objetivos deste trabalho caracterizar alguns aspectos demograficos,
identificar as estratégias de sementes e plantas de 5 espécies arbdreas, assim como
correlaciona-las com a abundancia de cada espécie. Em um trecho de 0,3ha. da
area de mata de brejo da Reserva de Santa Genebra, foram localizados e marcados
1853 individuos de Tapirira guianensis, 287 de Protium heptaphyllum, 155 de
Talauma ovata, 83 de Cariniana estrelensis e 52 de Pseudobombax grandiflorum,
que distribuem-se de forma agregada. As populagdes de T. guianensis, de F.
heptaphyllum e de T. ovata apresentaram um predominio de individuos jovens
enquanto as de C. estrelensis e de P. grandiflorum mostraram um maior numero de
individuos adultos. A frutificagdo nado foi regular para todas as espécies nos 2 anos
de estudo, o que resultou em diferentes padrdes de natalidade. A mortalidade foi
preponderante nas menores classes de tamanho. T. guianensis, e P. heptaphyllum
produzem, irregularmente, grande quantidade de frutos durante a estag&o chuvosa,
levando ao estabelecimento de “tapetes” de plantulas, tolerantes ao alagamento. As
outras 3 espécies sdo dispersas durante a estacdo seca. Embora T. ovata frutifique
anualmente, seu recrutamento nd&o é macico. C. estrelensis e P. grandiflorum

apresentam uma frutificago irregular, ndo tendo produzido frutos durante o periodo

de estudo. Nenhuma das espécies germina enquanto alagada, mas mantém a
viabilidade por certos periodos de tempo tanto em hipoxia quanto em anoxia. O
etanol foi o principal produto do metabolismo anaerdbico acumulado nas sementes,
mas C. estrelensis e P. grandiflorum também acumularam lactato. A produgéo de
malato praticamente ndo foi influenciada pelas condigdes hipéxicas e anoxicas. O
alagamento experimental em casa de vegetagdo ndo reduziu o crescimento das
espécies. A hipertrofia de lenticelas foi uma resposta observada na primeira semana
de alagamento nas 5 espécies, e as raizes formadas apés o tratamento foram

sempre mais porosas do que as originais. Com o alagamento os’ sistemas
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radiculares de T. guianensis, e P. heptaphyflum acumularam grandes guantidades

de etanol e lactato e foram deteriorados, sendo que em 7. guianensis este foi
substituido pelo crescimento de raizes adventicias, mais porosas e que passaram a
apresentar uma atividade metabdlica diferenciada das demais raizes. P.

heptaphyllum apresentou, além de raizes adventicias, o crescimento de raizes

regenerantes, ou seja, que se desenvolveram apos o alagamento, a partir da raiz
principal ou como ramificacdes das raizes secundarias. O sistema radicular de
plantas de T. ovata ndo foi tdo comprometido, e embora o etanol tenha sido o
principal produto acumulado, este acimulo ocorreu em menor propor¢do do que nas
espécies citadas anteriormente, sendo que o de lactato foi somente temporario.
Também ocorreu a formac&o de novas raizes, induzidas pelo alagamento porem
diferenciadas das demais, sendo mais brancas, retilineas e muito mais porosas,
ocorrendo principalmente na regido mais superficial do sistema radicular. Ja a morte
do sistema radicular de C. estrelensis e P. grandiflorum néo foi acompanhada pelo
crescimento de numerosas raizes como nas demais espécies, restando poucas
raizes vivas ao final de 60 dias de alagamento. A hipoxia do sistema radicular
promoveu uma tendéncia de redugdo tanto da assimilacdo de CO: quanto da
condutancia estomatica ao vapor de Agua, com sinais de recuperacdo em algumas
espécies ainda enquanto alagadas. A eficiéncia fotoquimica do fotossistema |
(Fv/Fm) praticamente ndp foi alterada nas folhas de plantas alagadas, exceto por

uma pequena redugdo em P. grandifiorum. No entanto folhas de C. estrelensis

expandidas durante o alagamento foram as Unicas a apresentarem menores valores
de Fv/Fm que as de plantas controle. Pode-se concluir que a ocorréncia destas
espécies em ambientes de solo alagado é dependente de estratégias fenologicas,
de respostas metabdlicas e morfo-anatdmicas que facilitam a aeragdo das raizes
possibilitando um controle metabolico que permite o crescimento das plantas em

condicdes hipdxicas.
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Abstract: Adaptative strategies of typical tree species of flooded soils
environments: a morphological, biochemistry and ecophysiological view. The
hydric saturation of soil leads to a rapid O; depletion, that limits processes as
germination, establishment and plant growth. The goals of the present thesis were
to characterize demographic aspects, to identify the adaptative responses of seeds
and plants of five tree species that enable their development on the swampy forest,
and to correlate these responses with the species abundance. In a 0,3ha. plot of
flooded forest of Reserva de Santa Genebra, 1853 plants of Tapirra guianensis
(Anacardiaceae), 287 of Protium heptaphylium (Burseraceae), 155 of Talauma ovata
(Magnoliaceae), 83 of Cariniana estrelensis (Lecythidaceae) and 52 of Pseudobombax
grandifiorum (Bombacaceae) were marked, and the five species showed an
aggregated distribution. T. guianensis, P. heptaphyllum and T. ovata populations
showed a predominance of seedlings and saplings whereas the populations of C.
estrelensis and P. grandiflorum showed a great number of adult trees. The fruit
output was not regular for all species what resulted in differents patterns of natality,
and the death rate was predominant on the smaller size classes. T. guianensis e P.
heptaphyllum fruit on an irregular pattern, but the great quantity of fruits produced
during the rainy season leads to the establishment of a flooding tolerant seedling
carpet. The other three species disperse their seeds during the dry season. Though

T. ovata produces fruits every year, its recruitment is not massive. C. estrelensis and

P. grandiflorum showed an irregular fruit output without recruitment. No one of the
species was able to germinate when submersed but the seeds kept their viability for
a long time (several days) under hypoxic and anoxic conditions. The ethanol was the
main product of anaerobic metabolism accumulated on the seeds, but C. estrelensis
and P. grandiflorum also accumulated lactate. Hypoxic and anoxic conditions did not
induce the malate production. The experimental flooding at a green house did not
reduce the plant growth. The five species showed lenticels hypertrophy after a week
of flooding, and the new roots induced by flooding were much more
aerenchymatosous than the original ones. Greats quantities of ethanol and lactate

accumulated on the flooded root system of T. guianensis and P. heptaphyllum,
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which were degenerated and replaced by new roots. The root system of T.
guianensis was substituted by the adventitious roots growth, which were more

parouses and also showed a distinguished metabolic activity. Besides the

adventitious roots P. heptaphyllum also showed growth of regenerant roots, that is,
development of new roots after flooding, from the main root or as branches of
secondaries ones. The flooded root system of 7. ovata plants was not compromised,
and although ethanol was the main product of metabolism, its accumulation was
smaller than on the other species and the lactate accumulation was only temporary.
The flooding also induced new roots formation, much more aerenchymatous, and
very different from the originals. These were whiter, without ramification, growing
near at the soil surface. Nevertheless, the death of the root system of C. estrelensis
and P. grandiflorum was not followed by the growth of numerous roots as it did on
the other species, remaining a few live roots after 60 days of flooding. The hypoxic
conditions on the root system led to partial reduction of CO, assimilation and
stomatal conductance, followed by recovery signs during the flooding treatment.
The quantum yield of photosystem Il (Fv/Fm) was not modified on the leaves of
flooded plants except by a light reduction on P. grandiflorum. Nevertheless, the new
leaves of C. estrelensis, expanded during the flood, were the unigue to show values
of Fv/Fm smaller than the control ones. In fact, the occurrence of these species on

flooded forests is due to phenologic strategies, metabolic and morpho-anatomic

responses which make possible partial root aeration. These feactures provide the

metabolic control that enable the plant growth under hypoxic conditions.
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Introducao Geral:



Florestas tropicais n&o perturbadas sdo auto-sutentaveis, mediante
processos locais de mortalidade, crescimento e regeneracdo, através de um
equilibrio dindmico, no qual a perda de arvores é continuamente reposta por novos

recrutas (Swaine et al. 1987). O estabelecimento de novos individuos

(recrutamento) ou a sua mudanca de classe de tamanho (crescimento), s&o
influenciados por muitos fatores, bidticos e abidticos, como a oferta de sementes e
sua dispersédo, a disponibilidade de micro-sitios favoraveis a germinacdo e ao
estabelecimento, a predagdo e a competicdo (Crawley 1990) e a abertura de
clareiras  (Hartshorn 1980, Vazquez-Yanes & Orozco-Segovia 1984,

Chandrashekara & Ramakrishnan 1993), entre outros.

Uma situagdo comumente observada em florestas tropicais € a
germinacdo rapida e simultanea de sementes, logo apds a sua disperséo (Vazquez-
Yanes & Orozco-Segovia 1984, 1993). Muito embora a rapida germinacao possa ser
uma forma de fugir a predagéo e aos parasitas (Vazquez-Yanes & Orozco-Segovia
1993), as plantulas recém germinadas também sdo expostas a uma série de

situagbes que podem impedir seu estabelecimento, como queda de arvores,
fendmenos catastroficos, sombreamento, competicdo e predagdo (Whittaker &

Turner 1994). No entanto, nem todas as sementes de florestas tropicais sdo
susceptiveis aos efeitos deletérios do ambiente. A presenca de uma casca dura na
semente possibilita a sua manutengéo por um periodo prolongado no solo, e diminui
0 risco de predacdo (Ng 1978). Um longo periodo de viabilidade das sementes

também pode ser requerido por espécies que germinam e se estabelecem em



ambientes que estdo presentes apenas ocasionalmente na floresta, como as
clareiras (Vazquez-Yanes & Orozco-Segovia 1993).
Nas formagles florestais sujeitas & saturacdo hidrica do solo,

processos como a dispersdo de sementes, a germinagdo e o subsequente

estabelecimento das plantulas estdo sujeitos aos efeitos sazonais do alagamento,
tanto em funcdo da frequéncia, duragéo e intensidade do estresse (Streng et al.
1989, Jones et al. 1994, Lobo & Joly 1995, 1996). Desta forma a distribuicéo
espacial das espécies ao longo de um gradiente perpendicular ao rio, bem como a
composicao e a estrutura da vegetagédo sdo influenciadas pelo regime de inundacéo

(Joly 1994a).

A saturag@o hidrica elimina os espacos de ar do solo limitando as
trocas gasosas com a atmosfera, e em poucas horas as raizes e os microrganismos
consomem o oxigénio presente na agua intersticial, criando um ambiente hipéxico
ou andxico. Devido & baixa taxa de difusdo do O, em meio aquoso, apenas uns
poucos milimetros da superficie conseguem manter um ambiente aerdbico (Drew

1992). Este rapido decréscimo na quantidade de O, disponivel no solo afeta ndo

somente 0 processo respiratdrio de raizes e microrganismos, como, também, altera

as caracteristicas fisico-quimicas, edéficas e pode levar ao acimulo de substancias
fitotdxicas (Ponnamperuma 1984) além de interferir no metabolismo germinativo de

sementes dispersas e embebidas nesta condigdo (Steege 1994, Jordan & Hartman

1995).

Crawford & Brandle (1996) apresentaram um diagrama resumindo a

diversidade de adaptacdes que podem ser observadas em plantas superiores, e que
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contribuem para a tolerancia ao alagamento. Segundo estes autores as adaptacdes
se dividem, praticamente, em dois ramos, um dos quais representa as respostas
que constituem a estratégia de evitar o déficit de oxigénio através de adaptacdes

morfo-anatomicas e/ou pela difusdo de oxigénio da parte aérea para as raizes,

possibilitando a sua aeragdo. O outro ramo representa estratégias de adaptacéo ao
déficit de oxigénio, seja através da reducdo das taxas metabdlicas, da remoc¢ao dos
produtos tdxicos, ou ainda, através de alteragbes metabdlicas, todas as quais
envolvem uma série de respostas bioquimicas e fisioldgicas. Joly (1991) afirma que
para espécies tropicais, muitas vezes a estratégia consiste de uma combinacédo de

adaptacdes morfo-anatdémicas e metabdlicas.

Muitas publicagbes sobre tolerdncia a inundac&o principalmente
durante as décadas de 70 e 80 abordaram os mais diversos aspectos das
consequéncias do alagamento de espécies sensiveis e tolerantes (revisados por
Hook & Crawford 1978, Kozlowski 1984a, Crawford 1987, Jackson et ali. 1991).
Muita polémica foi constatada, seja por diferencas metodolégicas, experimentais ou

conceituais. No entanto, gerou-se muita informacdo que vem sendo aperfeicoada

com o advento de técnicas mais aprimoradas (Fox et al. 1995, Sachs et al. 1996,
Dolferous et al. 1997). Contudo, todo este avango tem ainda os esforcos voltados ao
estudo da toleréncia ao alagamento de espécies de regiGes temperadas e ou de
interesse econdmico-agricola, muito embora, grande parte das areas alagaveis, no

mundo, encontram-se na regiéo tropical.

Estudos com espécies brasileiras, principalmente arbdreas de matas

ciliares foram iniciados na década de 80 (Joly & Crawford 1982) e tém sido
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incrementados, recentemente, devido a preocupagio atual com a preservacdo de
matas ciliares e a recuperagdo de ambientes degradados (Marques et al. 1992,
1996, Lieberg e Joly 1993, Lobo & Joly 1995, 1996, Okamoto 1995, Pimenta et

al. 1996).

No sentido de ampliar este conhecimento o objetivo deste trabalho foi
elucidar as respostas que compdem estratégias adaptativas de 5 espécies arbdreas
ocorrentes numa area de mata de brejo (senso Leitdo Filho 1982) na Reserva de
Santa Genebra, Campinas, SP. Para isto, buscou-se analisar diversas abordagens,
que vém a constituir os 4 capitulos desta tese. Estas envolvem aspectos
demograficos (Capitulo 1), metabolismo da germinacdo em condigbes de restricéo
de oxigénio (Capitulo 2), metabolismo radicular e modificacdes morfo-anatdmicas
em plantas ‘alagadas (Capitulo 3) e respostas de crescimento e fotossintese de
plantas alagadas (Capitulo 4). Como objetivo secundario, pretendeu-se aumentar o
corpo de informagbes padronizadas e comparaveis para um maior numero de
espécies, para que se possa estimular e direcionar a pesquisa sobre tolerancia a

inundacao de espécies tropicais.

Caracterizag&o da area de estudo:

A Reserva de Santa Genebra localiza-se a 22° 49' S e 47° 06’ W, no
municipio de Campinas, SP, compreendendo uma area de 251,77 ha. de floresta
nativa denominada de floresta mesdfila semidecidua. Recebe a influéncia climatica
de um periodo chuvoso de outubro a margo e de um mais seco e frio, de abril a

setembro. Devido a diferengas de relevo, 85% da area da reserva € ocupada pela
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floresta semidecidua, enquanto 15% apresenta uma vegetacdo de baixada, denominada
de floresta semidecidua higréfila ou mata de brejo (Morellato & Leit&o Filho 1995).

O termo mata de brejo, utilizado ao longo desta tese, refere-se a
denominagdo utilizada por Leitdo Filho (1982) para as formacdes florestais no
estado de S&o Paulo que ocupam dreas de solo hidricamente saturado durante
grande parte do ano. Nestas florestas o afloramento do lencol fredtico limita o

numero de espécies aptas a sobreviver neste ambiente, resultando numa menor

riqueza floristica que as demais formacdes florestais.

Foram escolhidas cinco espécies de acordo com dois parametros: a
facilidade de reconhecimento das plantas e a abundancia dos individuos, na
tentativa de elucidar se as respostas ao alagamento apresentadas por espécies

comuns sdo semelhantes as apresentadas por espécies menos freqientes.

Caracterizagao geral das espécies (segundo Lorenzi 1992):

Tapirira guianensis Aubl. (Anacardiaceae) ocorre ao longo de todo o

territério brasileiro, principalmente em terrenos Umidos, em quase todas as

formagles vegetais, sendo perenifélia e helidfita. Floresce nos meses de agosto a
dezembro e frutifica no periodo de janeiro a marco, sendo os frutos dispersos por

animais.

Protium heptaphyffum (Aubl.) March. (Burseraceae) ocorre em todo o

Brasil em terrenos arenosos, secos e Umidos, sendo caracteristica da floresta



latifoliada semidecidua e frequente em florestas ciliares, também & perenifélia e
heliofita. Floresce nos meses de agosto e setembro e frutifica nos meses de

novembro e dezembro, apresentando frutos zoocdricos. Na drea de estudo foram

observados frutos maduros entre janeiro € margo.

Talauma ovata St. Hil. (Magnoliaceae) ocorre desde o sul de Minas
Gerais até o norte do Rio Grande do Sul. Frequente na mata pluvial atlantica, é
caracteristica de planicies aluviais ao longo de rios e varzeas Umidas. E perenifolia,
helidfita e seletiva higrdfita. Floresce nos meses de outubro a dezembro e frutifica
em agosto e setembro. Os frutos s&o secos, deiscentes e as sementes dispersas
por passaros. Na area de estudo frutos maduros foram observados a partir do meés

de maio, estendendo-se até agosto.

Cariniana estrelensis (Raddi) Kuntze (Lecythidaceae) ocorre desde o
sul da Bahia até o Rio Grande do Sul na floresta pluvial atlantica, na floresta
subtropical e nas florestas de galeria do Brasil central e Acre. E semidecidua no
inverno, caracteristica da floresta climax, helidfita ou de luz difusa, seletiva higrdfita.

Floresce nos meses de outubro a dezembro e frutifica de julho a setembro. Os frutos

s&o secos, deiscentes, e as sementes aladas sdo dispersas pelo vento.

Pseudobombax grandiflorum (Cav) A. Rob. (Bombacaceae) ocorre nas
florestas pluviais nos estados de SP, RJ, MG e MS, nos fundos de vales, beiras de
rios e varzeas. E decidua, helidfita ou de luz difusa. Floresce nos meses de julho a

setembro e frutifica em setembro e outubro. As sementes sdo dispersas pelo vento.
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CAPITULO 1

Aspectos demograficos de 5 espécies arboreas da mata de

brejo da Reserva de Santa Genebra, Campinas, SP.



Introdugéo:

As florestas tropicais apresentam grandes populacdes de plantuias que
permanecem por muito tempo no ambiente sombreado do sub-bosque, em um
estado suprimido, constituindo um banco de plantulas (Ng 1978, Grime 1979,
Garwood 1983, Streng et al. 1989, Swaine 1996). Processos que influenciam a
regeneracdo como producdo de sementes, dispersdo, emergéncia de plantulas,
sobrevivéncia e crescimento determinam a composicdo do banco de plantulas
(Grubb 1977). Esta variacdo temporal e espacial na composicdo e dinamica do
banco de plantulas tem um papel importante para o padrdo de substituicdo de
especies apds um disturbio (Brokaw 1986).

Muitos fatores, bidticos e abidticos, interferem no estabelecimento das
plantulas e, consequentemente, no recrutamento e padréo espacial. Janzen (1970) e
Connell (1971 ambos apud Hubbell 1980) propuseram que as sementes e plantulas
abaixo da planta-méae sofrem uma elevada mortalidade por predadores especialistas
que se concentram no denso tapete de plantulas. Muitos estudos tém identificado
micro-sitios favoraveis ao estabelecimento das plantulas a distancias variaveis, mas

que geralmente localizam-se fora da copa da planta mé&e, enquanto que para

algumas espécies é maior em clareiras (Augspurger 1984, Howe et al. 1985,
Garwood 1986, Schupp 1988, Streng et al. 1989, Turner 1990). Uma situagéo
intermediaria foi observada por Cintra & Horna (1997) para Dipteryx micrantha e
Astrocarium murumuru que sobrevivem melhor no ambiente sombreado, no entanto
em locais mais proximos as clareiras do que distante destas. A heterogeneidade do
substrato também é importante para o estabelecimento e padréo de dist‘ribuigéo nas

comunidades vegetais (Huenneke & Scharitz 1990). Especialmente em florestas que
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sdo periddica ou permanentemente alagadas as variagdes microtopograficas sao
importantes, pois determinadas espécies s6 ocorrem em locais de terreno um pouco
mais elevados que evitam ou reduzem o efeito da inundacéo (Streng et al. 1989,

Huenneke & Scharitz 1990, Scarano et al. 1997). Por outro lado, algumas espécies

ocorrem predominantemente em locais mais baixos (Blom et al. 1990, Lobo 1993).

Taxas de mortalidade de plantulas s&o extremamente elevadas,
principalmente logo apds o estabelecimento e a exaustdo das reservas das
sementes (Clark & Clark 1985, Howe et al. 1985 Garwood 1986, Turner 1990,
Forget 1991, Alvarez-Buylla & Martinez-Ramos 1992, Osunkjoya et al. 1992, De
Steven 1994). A identificacdo das causas de mortalidade nem sempre é possivel ou
tida como objeto de estudo. No entanto, muitos fatores tém sido estabelecidos como
0 dano fisico devido a queda de ramos ou folhas, a perda do substrato de fixagao,
sombreamento, predacdo, susceptibilidade a patégenos, competicdo, seca,
alagamento, entre outros (Augspurger 1984, Clark & Clark 1984 e 1985, Howe et al.
1985, Swaine et al. 1987, Streng et al. 1989, Turner 1990, Forget 1992, Alvarez-
Buylla & Martinez-Ramos 1992, Osunkjoya et al. 1992, Jones et al. 1994, Korning &

Balslev 1994).

A sobrevivéncia das plantulas depende tanto dos atributos fisiologicos
quanto das interagdes bidticas (Schupp et al. 1989). Algumas espécies apresentam,
ainda, um mecanismo de escape de possiveis fatores determinantes de mortalidade,
através do controle fenoldgico que afasta temporalmente a plantula dos fatores de

estresse (Crawford 1989, Streng et al. 1989, Kubitzki & Ziburski 1994, Lobo & Joly 1996).



Alguns estudos realizados em areas de floresta sujeitas ao alagamento
tém mostrado que a producdo de sementes € elevada, resultando em uma grande
producéo de plantulas (Streng et al. 1989, Mingguang et al. 1996, Scarano et al.
1997). No entanto, os padrdes de recrutamento e mortalidade das plantulas sao

influenciados pelas variagbes no nivel, freqléncia e duragdo do alagamento (Streng

et al. 1989, Huenneke & Scharitz 1990, Mingguang et al. 1996).

H& poucas informagdes a respeito de germinacdo em florestas
tropicais, e 0 subsequente estabelecimento das plantulas. Garwood (1983) observou
que embora haja 2 picos de dispersdo das sementes, ha somente um pico de
emergéncia das plantulas que ocorre durante a estagdo chuvosa na floresta tropical
sazonal da ilha de Barro Colorado. Scaranc et al. (1997) observaram que a
germinacdo e o estabelecimento de espécies em areas de solo permanentemente
alagado depende da presenca de micro-sitios favoraveis, de caracteristicas
adaptativas das sementes (capacidade de flutuar, dorméncia) e também da
propagacao vegetativa.

As condigdes adversas proporcionadas pela inundagéo tambem sao

constatadas pela menor riqueza de espécies (maiores de 10cm de diametro & altura

do peito) nas florestas inundadas da Amazonia em relagio as de terra firme, sem
que estas apresentem diferencas quanto a densidade de arvores (Campbell et al.
1986 apud Campbell et al. 1992). Situacdo semelhante € observada na menor
riqueza floristica das matas de brejo e ciliares em relagéo as matas de planalto no

estado de Sdo Paulo (Leitdo Filho 1982).

Joly & Crawford (1982) verificaram muitas diferengas nas respostas ao

alagamento entre espécies tolerantes (de mata ciliar) e especies sensiveis (de
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cerrado). Dentre as espécies que geralmente ou ocasionalmente ocupam areas
sujeitas ao alagamento, surgem questdes ainda pouco exploradas nestas formagbes
vegetais: existem respostas de carater fisiolégico, metabdlico, fenoldgico, etc., que
apresentadas por determinadas espécies favore¢cam o seu estabelecimento em

detrimento de outras? Existe um padrdo de resposta ao alagamento comum as

espécies abundantes?

Foram objetivos deste capitulo caracterizar o padréo espacial e a
estrutura de tamanho de cinco espécies arbdreas de densidades diferentes num
trecho de mata de brejo, quantificar as taxas anuais de natalidade e mortalidade

assim como de incremento em altura e diametro dos individuos jovens, com o intuito

de avaliar aspectos ecoldgicos que possam auxiliar na definicdo de estratégias

adaptativas.

Material e métodos:

1. Area de estudo:

No interior de uma das areas de brejo da Reserva de Santa Genebra

foram demarcadas 120 parcelas contiguas de 5x5m, delimitadas por estacas e

cercadas por barbante plastico, abrangendo uma area de 30x100m (0,3 ha).
2. Avaliagdo da flutuacao do lengol freatico:

Com o objetivo de caracterizar a flutuagdo do lencol freatico, foram
instalados 5 pocos ac longo dos 100m da area de estudo, utilizando-se um trado. No

local de cada perfuragéo foi instalado um cano de PVC, com 10cm de diametro,
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perfurado lateralmente, e com sua extremidade superior vedada com uma lata. Os
pogos foram instalados durante a estagdo seca e tiveram a profundidade méaxima de
55cm. O acompanhamento do nivel do lengol foi feito quinzenalmente, medindo-se a

distancia da lamina de agua a superficie do solo, utilizando-se um metro duplo.

3. Estudo Demogréfico:

Inicialmente, em julho de 1994, todos os individuos de T. guianensis,
F. heptaphyllum, T. ovata, C. estrelensis e P. grandiflorum presentes nas 120
parcelas foram marcados com uma fita plastica numerada. Tiveram, também, o
registro de sua altura (estimada para individuos maiores que 2m e medida com um
metro duplo, para os menores), do didmetro da base do caule (avaliado através de
um paquimetro, ou calculado através da circunferéncia para as plantas maiores) e
da sua posic&o dentro da parcela (anotada por coordenadas x e y com referéncia
aos limites de cada parcela) em uma planilha de campo. O levantamento estendeu-

se até dezembro de 1994,

Um ano apds o mapeamento e registro das medidas iniciais, as

parcelas foram revisitadas e todos os individuos menores que 2 m de .altura foram
procurados para a avaliagdo do crescimento, através da tomada das novas medidas
de altura e didmetro. Todos os individuos foram considerados para o calculo do
crescimento, mesmo 0s que apresentaram valores menores para altura e diametro,
exceto uma ou outra planta com sinais evidentes de quebra, que foram

desconsideradas da amostra.



Plantas maiores que 2m de altura foram acompanhadas para verificar
Se permaneceram vivas. Plantas recém germinadas foram numeradas, mapeadas e
tiveram a altura e o diametro registrados, este mesmo procedimento foi aplicado a
plantas maiores porém sem numeragéo e com coordenadas novas (ndo encontradas
no censo inicial), sendo que estas foram incluidas na populacdo de 1994 para
calculo da mortalidade e natalidade. Desta forma, as taxas de natalidade e
mortalidade (mp) foram calculadas como a porcentagem de individuos recém
germinados em 1995, ou mortos (ndo encontrados), em relagdo ao numero de
individuos marcados em 1994 (juntamente com o0s encontrados em 1995),
respectivamente, a mortalidade também foi calculada segundo o modelo exponencial

(me) (Swaine & Lieberman 1987), de acordo com as seguinte formulas:
mp = 100(No — N1)/tNg me = 100(In No — In Nq)/t

onde Ng é o tamanho de cada populagdo em 1994 e N1 € 0 numero de sobreviventes
em 1995. Como o acompanhamento das plantas na mata ocorreu no periodo de
julho a dezembro, para todas as espécies, houve uma sub-estimativa de taxas de

natalidade e mortalidade para as espécies que frutificaram antes desta data, no

inicio do ano (no caso T. guianensis e P. heptaphyllum).

A analise da estrutura de populac&o para cada espécie foi feita através
da propor¢éo de individuos distribuida nas seguintes classes de altura: primeira
classe: plantulas, segunda: maior que plantula e menor ou igual a 0,5m; terceira:
maior que 0,5m e menor ou igual a 2,0m; guarta: maior que 2,0m e menor ou igual a

5,0m: quinta: maior que 5,0m e menor ou igual a 10,0m e sexta: maior que 10,0 m.

O termo plantula foi adotado para plantas recem germinadas que apresentavam 0s
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cotilédones ou, na auséncia destes, o primeiro par de folhas (principalmente para P.

heptaphyllum que é criptocotiledonar com reserva hipogea, senso Garwood 1996).

Foram consideradas também como plantulas as plantas que apresentaram uma

altura menor ou igual a observada para o maior individuo da respectiva espécie que

se enquadrou no primeiro critério descrito. Assim, as alturas maximas consideradas
para plantulas foram: 7. guianensis: 15cm, P. heptaphyflum: 12cm, T. ovata:

11,5cm, C. estrelensis: 10cm e P. grandiflorum: 13cm.

O padr&o espacial de cada espécie foi avaliado através do calculo do
indice de dispersdo de Morisita, com a utilizacdo do programa Negbinom que

acompanha o livro de Krebs (1985).

Resultados:
1. Flutuacao do lengol freatico:

O acompanhamento do nivel do lengol fredtico teve inicio no més de

setembro de 1994, apds 40 dias sem chuva, portanto, pode-se sugerir que o lengol

situava-se no seu nivel mais baixo, oscilando entre 40 a 55cm ou mais de
profundidade. As constantes oscilagbes observadas no seu nivel tornaram-se mais
pronunciadas com o inicio das chuvas em dezembro. O acompanhamento foi feito
ac longo de um ano, e observou-se que a sua flutuagéo claramente acompanha a
precipitacdo (Figura 1.1). Pode-se observar, também, que existe uma variacdo
microtopografica que possibilita a ocorréncia de locais que apresentam o solo
saturado durante muitos meses (Figura 1.1 - pontos 1 e 3, ver localizac&o destes na

Figura 1.2), e locais em que o lengol freatico nzo aflora (Figura 1.1 -pontos 2, 4 € 5 ).
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Figura 1.1 - Flutuag&o do lengol freatico e precipitagdo mensal em um trecho de
mata de brejo da Reserva de Santa Genebra, Campinas, SP. Os pontos de medida
do lengol foram distribuidos ao longo da faixa de 100m da éarea de estudo, a
distancias de 25m. : Ponto 1, *: Ponto 2, *: Ponto 3, ®: Ponto 4, °: Ponto5. A

localizacdo dos pontos é mostrada na Figura 1.2.

2. Aspectos demograficos:

Muitas diferencas foram constatadas, ao nivel populacional, nos 0,3ha
da area de estudo. No primeiro ano (1994) foram identificadas e mapeadas 1729
plantas de T. guianensis, 287 de P. heptaphyllum, 155 de T. ovata, 83 de C.
estrelensis e 52 de P. grandiflorum. No segundo censo (1995), plantas encontradas
que ndo eram plantulas recém germinadas foram inciuidas na populacéo de 1994.

Estes individuos remanescentes podem ndo ter sido registrados em 1994 por falha
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na amostragem, mas, também, pela deciduidade das folhas de C. estrelensis e P.
grandiflorum, assim como pela capacidade de recuperagdo apds a perda de folhas
que as demais espécies parecem apresentar (embora ndo quantificada). Desta

forma, pertencentes & populagdo de 1994, foram identificados e mapeados 1932

plantas de T. guianensis, 408 de P. heptaphylum, 203 de T. ovata, 93 de C.

estrelensis e 64 de P. grandiflorum.

As 5 populacdes apresentaram indice de dispers&o de Morisita maior

do que 1, o que indica uma distribuicio agregada.

Plantas de T. guianensis, a espécie mais abundante foram encontradas
praticamente em todas as parcelas em 1994 (Figura 1.2). sendo que muitas vezes
durante 0 mapeamento, foram observados 'tapetes" de plantulas de tamanho
uniforme, resultantes da frutificacdo no inicio de 1994. A distribuic&o de freqliéncia
por classes de tamanho (Figura 1.3) embora diferentes de um ano para outro
(x* = 44,15 0.1.=5; P<0,001) mostra o grande predominio (30% aproximadamente) de

plantas menores do que 50cm de altura.

Em decorréncia da auséncia de frutificacdo na area de estudo no inicio

de 1995 e da provavel falta de dorméncia das sementes n&o foram amostrados
novos individuos no estadio de plantulas, obtendo-se, portanto, 0% de natalidade.
Assim, a classe constituida pelas plantulas em 1995 foi formada pelas plantas
estabelecidas em 1994, assim como pelas que ja estavam presentes nesta data e

que ndo ultrapassaram a altura de 15cm em 1995.
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Figura 1.2 — Padr&o espacial da populacdo de Tapirira guianensis, mortalidade e
natalidade em um trecho de 0,3ha de mata de brejo da Reserva de Santa Genebra,
Campinas, SP.

@ plantulas, ®: 15,0cm < plantas < 50,0cm; ®: 50,0cm < plantas < 2,0m;
®:2,0m < plantas < 5,0m; *:5,0m < plantas < 10,0m; @ :plantas maiores que 10,0m.

A natalidade em 1995 foi de 0%, e os simbolos neste quadro representam a posicéo
dos pontos de medida do lencol freatico.
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Figura 1.3 - Estrutura de tamanho da populacdo de Tapirira guianensis em um

trecho de 0,3ha de mata de brejo na Reserva de Santa Genebra, Campinas, SP.

Pode-se constatar uma elevada taxa de mortalidade, totalizando 43%,
que variou entre as diferentes classes de tamanho (Figuras 1.2 e Tabela 1.1) e foi
concentrada nas plantulas (55,5%). No inicio do ano de 1996, poucos individuos
foram observados com frutos, indicando que o investimento na frutificagéo nédo é

regular.

Apesar da elevada taxa de mortalidade das plantas, concentrada nas
menores classes de tamanho, e da auséncia de natalidade em 1995, que
ocasionaram diferencas na estrutura de tamanho da populacéo entre os dois anos,
esta nao deixou de apresentar o predominio de plantas menores que 50cm de altura

(Figura 1.3).
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Tabela 1.1- Taxas de mortalidade em diferentes classes de tamanho em 5 espécies
arbdreas da mata de brejo da Reserva de Santa Genebra, Campinas, SP.
(No: populagéo de 1994, Ni: sobreviventes em 1995, mp: mortalidade calculada pela
proporgdo de individuos mortos em relacdo aos vivos, me: calculada pelo modelo
exponencial segundo Swaine et al. 1987).

Classes T. guianensis P. heptaphyllum T. ovata C. estrelensis P. grandiflorum
Plantulas:

No 976 117 31 0 6
Ni 434 75 10 0 0
Mp (%) 55,5 35,6 67,7 0 100
15,0 * a 50cm

No 801 168 102 20 - 1
Ni 526 149 85 19 11
Mp (%) 34,3 10,1 16,6 50 0
50,1 a 200cm

No 53 41 49 51 20
Ni 43 41 47 50 20
Mp (%) 18,9 0 41 2.0 0
Populagéo total

No 1932 408 203 93 64
Ni 1105 347 163 91 58
Mp (%) 43 14,9 19,7 2.1 9,4
Me (%) 56,2 16,2 21,9 2.2 9,8

*112,0 para P. heptaphyllum, 11,5 para T. ovata, 10,0 para C. estrelensis e 13,0 para P. grandiflorum

A avaliagdo do crescimento (para individuos com altura menor que

2,0m em 1994) mostrou um incremento médio de 4,0 + 4,5cm (média + desvio

padréo, n=785) em altura, com uma planta apresentando um incremento de 54.0cm.
Redugdes no comprimento da parte aérea muitas vezes observada, podem ter sido
consequéncia de erros de medida, de soterramento da base do caule por
carreamento do solo (constatada pelo enterramento das plaquetas de identificacéo)
e pela quebra do eixo principal de crescimento. J&, o incremento no diametro da
base foi muito pequeno, em média 0,16mm + 0,89 (média + desvio padréo n=785).
A populacdo de P. heptaphyllum, a segunda mais abundante,

apresentou em 1994 aproximadamente 70% dos individuos com até 50cm de altura
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(Figuras 1.4 e 1.5) mostrando, também, um grande predominio de plantas jovens.
Em 1994 n&o foram observadas plantas recém germinadas, sugerindo a auséncia
de frutificacdo no inicio deste ano, portanto, plantulas referem-se somente as

plantas menores do que 12cm, oriundas de frutificacdes anteriores. A mortalidade

em 1995 foi de 14,9% no total (Tabela 1.1), também concentrada nas menores
plantas (35,6%). Apds a frutificacdo no inicio do ano de 1995, houve uma taxa de
98% de natalidade, ou seja, um incremento de 401 plantulas distribuidas em 53

parcelas (Figura 1.4).

Assim a estrutura de tamanho das populagdes de 1994 e 1995 foram
diferentes (x* = 128,6; g.l. = 5; P<0,001) mostrando um incremente significativo de
plantulas. A auséncia de frutificac@o no inicio de 1996 revela uma irregularidade na
frutificacdo ou, ao menos, uma frequéncia bi-anual, o que é sugerida, também, pela

auséncia de um grande numero de plantulas no censo de 1994.

Foi observado um crescimento médio de 8,7 + 12 3cm (média £ desvio
padrdo n=149) em altura, com duas plantas crescendo 63,0cm, e 0,74 + 1,09mm

(média + desvio padrdo n=149) em diametro da base.

Vale lembrar que tanto 7. quianensis quanto P. heptaphyllum
dispersam suas sementes durante os meses de dezembro a margo e portanto, a
germinacéo e o estabelecimento das plantulas ocorrem no periodo em que o lencol

freatico esta mais superficial (Figura 1.1).
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Figura 1.4 — Padréo espacial da populagdo de Protium heptaphyllum, mortalidade e
natalidade em um trecho de 0,3ha de mata de brejo da Reserva de Santa Genebra,
Campinas, SP.
® - plantulas; ®: 12,0cm < plantas < 50,0cm; ®: 50,0cm < plantas < 2,0m;
® :2 Om < plantas < 5,0m; “ :5,0m < plantas < 10,0m; ® :plantas maiores que 10,0m.
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Figura 1.5 - Estrutura de tamanho da populacdo de Protium heptaphyllum em um

trecho de 0,3ha de mata de brejo na Reserva de Santa Genebra, Campinas, SP.

T. ovata € a Unica espécie que apresentou uma frutificagdo regular,
anual, seguida de recrutamento das plantulas. Como as demais espécies citadas
anteriormente, também apresenta um predominio de individuos menores do que
50cm de altura (Figura 1.6 e 1.7). Constatou-se uma taxa de 19,7% de mortalidade
total (Tabela 1.1), observada principaimente nas plantulas (67,7%) que soO
apresentavam folhas cotiledonares. Apesar de uma grande produg&o de frutos

observou-se 0 estabelecimento de somente 27 novas plantas, proporcionando uma

natalidade de 13,3% (Figura 1.6). A semelhanca entre as taxas de natalidade e
mortalidade n&o ocasionou diferengas na estrutura da populacdo entre 1994 e 1995
(Figura 1.7, x*= 1,54 g.l.= 5; 0,9<P<0,95). O crescimento médio observado na mata
foi de 8,1 + 12,9cm (meédia + desvio padrao n=280) em altura, com crescimento
maximo de 35cm por duas plantas, e de 0,99 + 1, 2mm (média + desvio padréo n=90)

em diametro da base.
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Figura 1.6 — Padrdo espacial da populagdo de Talauma ovata, mortalidade e
natalidade em um trecho de 0,3ha de mata de brejo da Reserva de Santa Genebra,
Campinas, SP.

® - plantulas; ®: 12,0cm < plantas < 50,0cm; ®: 50,0cm < plantas < 2,0m;
® :2 Om < plantas < 5,0m; © :5,0m < plantas < 10,0m; ® :plantas maiores que 10,0m.
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Figura 1.7 - Estrutura de tamanho da populacéo de Talauma ovata em um trecho de

0,3 ha de mata de brejo na Reserva de Santa Genebra, Campinas, SP.

C. estrelensis, é a espécie que apresentou o menor numero de plantas
menores que 50cm (Figura 1.8), portanto com uma maior propor¢éo de plantas ja
estabelecidas, conferindo uma estrutura de populacéo diferente das espécies
anteriores (Figura 1.9), e semelhante entre os dois anos =10 gl= 5
0,95<P<0,975). Apesar da presenca de alguns adultos reprodutivos na area de

estudo e proximidades, ndo foi encontrada alguma plantula recém germinada tanto

em 1994 quanto em 1995, consequentemente, a taxa de natalidade registrada foi de
0%. Esta espécie apresentou, também, a menor taxa de mortalidade total, de 2,1%,
em funcéo da morte de duas plantas (Figura 1.8 e Tabela 1.1). O aumento medio em
altura foi de 6,0 + 9,.8cm (média + desvio padrdo, n=60) e crescimento maximo de
20.0cm, e de 0,47 + 1,57mm (média + desvio padréo, n=60) de incremento no
diametro. Com a deciduidade das folhas, foi freqiiente a observagéo de quebra da

extremidade do ramo, seguida de um rapido crescimento de ramos laterais.
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Figura 1.8 — Padrdo espacial da populagéo de Cariniana estrelensis, mortalidade e
natalidade em um trecho de 0,3ha de mata de brejo da Reserva de Santa Genebra,
Campinas, SP.
® . plantulas; ®: 18,0cm <plantas< 50,0cm; ®: 50,0cm <plantas< 2,0m;
® :2 Om < plantas < 5,0m; * :5,0m < plantas < 10,0m; ¢ :plantas maiores que 10,0m.
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Figura 1.9 - Estrutura de tamanho da populagéo de Cariniana estrelensis em um

trecho de 0,3ha de mata de brejo na Reserva de Santa Genebra, Campinas, SP.

Ja, P. grandiflorum é a espécie cuja populacdo foi a menor das
estudadas (Figura 1.10) e ainda assim, apresentou individuos em todas as classes
de tamanho (Figura 1.11), no entanto com o predominio de individuos maduros.

Observou-se uma taxa de 0% de natalidade, embora alguns individuos tenham
frutificado nas proximidades da area de estudo, e 9,4% de mortalidade (Tabela 1.1),
concentrada em plantuias menores que 13cm (100%). Estas taxas ndo levaram a
‘diferencgas significativas na estrutura da populagéo em 1994 e 1995 (x*=66:; gl =5
0,2<P<0,3). Plantas menores que 2,0m cresceram em média 6,7cm = 11,3
(média + desvio padrdo, n=21) em altura, com crescimento maximo de 34,0cm, e

1,14mm + 2,12 (média + desvio padrao n=21) em diametro.
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Figura 1.10 — Padrdo espacial da populacdo de Pseudobombax grandiflorum,
mortalidade e natalidade em um trecho de 0,3ha de mata de brejo da Reserva de
Santa Genebra, Campinas, SP.

®: plantulas; ®: 18,0cm <plantas< 50,0cm; ®: 50,0cm <plantas< 2,0m;
® :2.0m < plantas < 5,0m; *:5,0m < plantas < 10,0m; ® :plantas maiores que 10,0m.
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Figura 1.11 - Estrutura de tamanho da populagéo de Pseudobombax grandiflorum

em um trecho de 0,3 ha de mata de brejo na Reserva Municipal de anta Genebra,
Campinas, SP.

Discusséo:

Variacbes na freqiéncia de recrutamento com espécies produzindo

novas coortes continuamente e outras esporadicamente € uma situagdo comum nas

florestas tropicais e influenciam a dinamica do banco de plantulas (Garwood 1983,
Connell et al. 1984, De Steven 1994, Lieberman 1996). Entre as espécies deste
estudo, somente T. ovata apresentou uma frutificacdo regular. Segundo Runkle
(1989), espécies que frutificam irregularmente geralmente o fazem de maneira
macica (como observado para T. guianensis e P. heptaphyllum), e como
consequéncia ha a formacdo de um estoque de individuos de vida longa, que

sobrevivem muitos anos, compensando o declinio sofrido nos anos anteriores.
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Populagdes que apresentam um grande numero de individuos nas
menores classes de tamanho e uma menor propor¢dc de individuos nas classes
maiores sdo consideradas capazes de regeneracao a partir de sementes (Swaine et

al. 1987), sendo tolerantes & sombra (Hubbell & Foster 1987). Ja, espécies que

apresentam pouca regeneragao supde-se que sejam intolerantes a sombra, uma vez
que grandes clareiras aparecem com pouca freqiéncia (Hartshorn 1978, Hubbell &
Foster 1987) e ainda, devido a altas taxas de crescimento dos juvenis (Hartshorn
1978). No entanto, Hubbell & Foster (1987) demonstraram que pode ocorrer uma
grande variag&o espacial na estrutura de tamanho das populagbes, sendo as
distribuicdes diamétricas na forma de J reverso menos freqlentes entre especies que
requerem clareiras, que geralmente (mas nem sempre) apresentam distribuicées de

classes de tamanho com predominio das classes com individuos maiores.

Seguindo estas consideragbes, T. guianensis, P. heptaphyllum e T.
ovata poderiam ser categorizadas como tolerantes a sombra, o que estaria de
acordo com a apresentacéo de Felfilli (1997) para T. guianensis e T. ovata. No
entanto, Gandolfi et al. (1995) consideraram estas duas espécies como secundarias

iniciais em uma floresta meséfila semidecidua, ou seja, requerendo maior

disponibilidade de luz para a sobrevivéncia e crescimento das plantas. Uma analise
contrastante foi apresentada por Schiavini (1992) comentando que 7. ovata atua
como pioneira na colonizacdo de matas de galeria e sua permanéncia nas matas ja
estruturadas parece ser consequéncia mais da longevidade dos adultos do que do
recrutamento, que acaba sendo baixo mais em fungdo da falta de condigdes
favoraveis ao estabelecimento do que da disponibilidade de sementes. No entanto,

na drea deste estudo, embora T. ovata frutifique todos os anos, oferecendo frutos
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maduros por um periodo razoavelmente grande (junho a agosto — periodo
observado na area de estudo), este ocorre no periodo mais seco, no qual a area de
brejo acaba atuando como um reflgio para os animais na floresta mesdfila

semidecidua. Embora as sementes de T. ovafa sejam recobertas por uma

sarcotesta vermelha, e portanto faciimente visualizaveis, raras vezes estas foram
observadas no solo da floresta, permitindo a sugestdo de que sejam avidamente
ingeridas pelos passaros e outros frugivoros, logo apds a sua exposicao (fruto seco
deiscente),uns atuando como dispersores e outros como predadores, reduzindo a
disponibilidade de sementes viaveis. Esta auséncia de um banco de plantulas de T.

ovata ja foi observada em outra mata de brejo no estado de Sdo Paulo (Lobo1993).

De qualquer modo, em ambientes propensos ao encharcamento do
solo, T. guianensis, P. heptaphyllum e T. ovata sdo espécies freqlentemente
encontradas (Salvador 1987, Schiavini 1992, Silva et al. 1994, Felfilli 1995). Ja, C.
estrelensis e P. grandiflorum sédo frequentemente menos citadas para estas
formagbes florestais. A presenca de baixa proporcdo de jovens destas duas
espécies em relacdo aos individuos maiores pode refletir um recrutamento irregular

(Steege et al. 1993), assim como a auséncia de condigbes favoraveis ao

estabelecimento das plantas (Hubbell & Foster 1987). As maiores arvores
observadas entre as espécies estudadas s&o as de C. estrelensis e P. grandiflorum,
tanto na area amostrada quanto nos arredores, principalmente quanto a area basal
(dados nédo apresentados), o que talvez permita a sugestdo de que sejam arvores
antigas, que primeiramente ocuparam a floresta (secundarias iniciais). No entanto,
Gandolfi et al. (1995) citaram C. estrelensis como secundaria tardia, ou seja,

desenvolvendo-se & sombra. Felfilli (1997) também observou plantas de C.
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estrelensis ocorrendo a baixa densidade no sub-bosque de uma floresta de galeria.
A autora comentou que ou a espécie estd iniciando a sua colonizacdo na area, ou
ha um fator limitante para o seu crescimento, uma vez que grandes arvores da

especie ocorrem em florestas similares na regido de seu estudo. Compensando o

pequeno numero de plantulas, C. estrelensis e P. grandiflorum apresentaram as

menores taxas de mortalidade nas classes subseqientes.

O pequeno periodo de acompanhamento das espécies no campo,
neste estudo, ndo permite conclusdes sobre probabilidades de estabelecimento,
mesmo devido a irregularidade da frutificagdo. No entanto, vale lembrar que nas
matas de brejo, a saturacdo hidrica do solo atua como um fator limitante ao
estabelecimento da maioria das espécies, restringindo a sua diversidade floristica,
mesmo em relac&o as areas de mata ciliar. Da mesma forma, pode exercer uma
presséo sobre a abundancia de plantulas das espécies que ai ocorrem, tanto em
fun¢do da tolerancia destas como da amplitude de ocorréncia do estresse, além de

outros fatores bidticos como abidticos.

Apesar da presenca de grande quantidade de plantulas de T.
guianensis, F. heptaphyllum e T. ovata (em relag@o as outras duas espécies), estas
apresentaram altas taxas de mortalidade (55; 35 e 68% respectivamente). Taxas de
mortalidade semelhantes a estas foram observadas em Virola michelli (52.2% -
Forget 1991), Trichilia tuberculata, Tetragastris panamensis e Quararibea
asterolepsis (31 a 50% - De Steven 1994) em florestas tropicais muito Umidas,

assim como em areas alagaveis em florestas fora dos tropicos (Streng et al. 1989).



A auséncia de mortalidade para arvores maiores que 2,0m de altura
para todas as espécies no periodo deste estudo esta de acordo com a baixa taxa de
mortalidade anual observada em outras florestas (Campbell et al. 1992, Korning &

Balslev 1994, Felfilli 1995).

Uma comparacgéo entre dreas proximas sugere que a vegetacdo sob
influéncia do solo alagado apresenta taxas anuais de mortalidade levemente
maiores do que a vegetacéo sob terra firme (Korning & Balslev 1994). Alagamentos
ocasionais, em areas pouco propensas a este estresse, aumentam a mortalidade de
arvores assim como a susceptibilidade destas ao ataque de patégenos (Mori &

Becker 1991).

Contudo, as 5 espécies apresentaram um padréo geral bem
documentado de mortalidade dependente de tamanho (Tabela 1.1), ou seja, com as
plantulas experimentando as maiores taxas (Clark & Clark 1985, Turner 1990,
Korning & Balslev 1994). O aumento da sobrevivéncia com o aumento de tamanho
Ou de idade observado para as espécies neste estudo (Tabela 1.1) também foi

observado por outros autores como Streng et al. (1989), Turner (1990), De Steven

(1994). Em plantas de Dipteryx panamensis Clark & Clark (1985) observaram que a
sobrevivéncia das plantulas foi positivamente correlacionada com a area foliar.
Como o alagamento do solo é extremamente prejudicial ao sistema radicular, pode-
se sugerir que as plantulas sdo principalmente afetadas por apresentarem um
sistema radicular ainda pouco desenvolvido e mais susceptivel aos efeitos

deletérios do alagamento, deixando-as mais vulneraveis.
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Assim, além dos diversos fatores de mortalidade que afetam as
plantulas em florestas tropicais como herbivoria, influéncia da serapilheira, impacto
da chuva, falta de recursos como agua e luz, etc. (Ng 1978, Swaine et al. 1987,
Streng et al. 1989) pode-se acrescentar a estes, 0 carreamento de solo pela

movimentag&o da agua nas matas de brejo, comprometendo as plantas com o

sistema radicular ndo bem desenvolvido.

O crescimento de plantulas no ambiente sombreado do sub-bosque
das florestas é caracteristicamente lento (Streng et al. 1989, De Steven 1994, Jones
et al. 1994, Kitagima 1994). O incremento médio observado neste estudo, para
plantas menores que 2m variou de 5 a 20cm por ano, com poucas plantas
apresentando um grande crescimento, enguanto a maioria cresce pouco ou nao
cresce. Grandes incrementos em altura em plantas do sub-bosque tédm sido

associados a abertura ou a proximidade de clareiras (Turner 1990, De Steven 1994).

Apesar das baixas taxas de crescimento, apds o primeiro ano de vida a
sobrevivéncia das plantas aumenta (observada pela menor mortalidade nas maiores

classes de tamanho). Kitagima (1994) justifica que a alocacdo de recursos para a
defesa em detrimento do crescimento € especialmente importante, principalmente

em uma pequena escala de tempo, enquanto n&o ocorre a abertura de pequenas

clareiras.

Assim, pode-se concluir que a diferenca na densidade de individuos
pode ser consequéncia dos diferentes investimentos na frutificacdo e recrutamento
das plantas. A predagéo de sementes pré ou pods dispersdo também é um fator

determinante para o recrutamento (Howe et al. 1985, Schupp 1988, Forget 1992).



A saturago hidrica do solo das matas de brejo, além de comprometer
o funcionamento das raizes pela limitacdo de O,, entre outras modificacdes, também
interfere na germinacéo e estabelecimento das plantas que, para muitas espécies
ficam restritos a disponibilidade de micro-sitios favoraveis no chdo da floresta

(Streng et al. 1989, Jones et al. 1994, Jordan & Hartman 1995, Scarano et al. 1997).

Estes aspectos serdo abordados no préoximo capitulo.



CAPITULO IT

Aspectos ecofisiolégicos e metabélicos da germinacdo de 5
espécies arbéreas tropicais, tipicas de ambiente com solo

hidricamente saturado.



Introdugéo:

A semente ocupa uma posicdo critica na histdria de vida das plantas,

pois suas caracteristicas fisioldgicas e bioquimicas determinam o sucesso do

estabelecimento de um novo individuo (Bewley & Black 1994). Além disto, o conjunto
de caracteristicas morfoldgicas e fisioldgicas das sementes podem refletir, ao menos

em parte, respostas a pressdes seletivas do ambiente passado (Vazquez-Yanes &

Orozco-Segovia 1993).

Florestas tropicais apresentam uma grande variabilidade de condi¢des
microclimaticas e de oferta de recursos (Brokaw 1985 Clark & Clark 1987, Denslow
1987, Lee 1987). Este fato aliado a necessidade de condigdes ambientais
especificas que as sementes da maioria das espécies apresentam para germinar
denotam a importancia dos micro-sitios para o sucesso da germinacéo e

estabelecimento da plantula (Harper et al. 1964, Chambers & MacMahon 1994).

O processo de germinagdo inicia-se com a hidratacéo da semente, ou

embebic&o, que é caracterizada por 3 fases. A fase | € meramente o resultado de

um processo fisico de absor¢éo de agua, dependente da diferenca entre o potencial
de agua da semente e do meio que a contém, e influenciado pela composicdo da
semente, taxa de respiragé&o e temperatura. A fase Ii, ou de transi¢éo, envolve pouco
movimento de agua e um metabolismo ativo que prepara para a fase |l de nova
absorgdo de agua que leva a protrus&o da radicula. Esta, por sua vez, é considerada
um processo de expans&o e alongamento, que, portanto, ndo requer divisdo celular

(Bewley & Black 1994).



Com a embebicéo, inicia-se uma cadeia de eventos como hidratacao
proteica, sintese de macromoléculas, respiracdo, entre outros. que levam a
protrusdo da radicula (Bewley & Black 1994). No inicio da germinagéo, a principal
fonte de ATP para a semente € a fosforilagdo oxidativa, que tem o oxigénio como
aceptor final de elétrons (Bewley & Black 1994, Fox et al. 1994). Na auséncia de
oxigénio, o metabolismo respiratério cessa, deixando de produzir 36 moles de ATP
por mol de glicose respirada. O metabolismo passa a ser fermentativo, produzindo
somente 2 moles de ATP por mol de glicose (Fox et al. 1994). Portanto. a hidratacao
das sementes no ambiente de mata ciliar ou de matas de brejo quando o solo esta
hidricamente saturado pode comprometer a capacidade germinativa de algumas
espécies devido a deficiéncia de oxigénio imposta as sementes. restringindo a sua

respiracdo aerdbica.

Durante a germinagdo, as sementes podem passar por periodos
naturais de hipoxia (poucas horas a muitos dias), tanto devido a impermeabilidade
da casca ao oxigénio quanto pela sua alta demanda apds a aceleragcdo do
metabolismo (Leblova 1978, Crawford 1992, Bewley & Black 1994). Muito embora

situagdes de hipoxia possam ser comuns as sementes, poucas S30 as espécies

capazes de germinar com sucesso em condicdes limitadas de oxigénio (ver a seguir).

Heichel & Dey (1972 apud Al-Ani et al. 1985) observaram que
sementes de monocotileddneas germinam em pressdes parciais de oxigénio téo
baixas quanto 2 KPa, enquanto as de dicotileddneas requerem pressdes parciais
maiores. De forma semelhante Al-Ani et al. (1985) observaram que sementes que

possuem amido como reserva principal germinam a pressées parciais abaixo de 0.1



KPa, enquanto as que possuem lipideos como reserva ndo germinam quando

expostas a menos do que 1 KPa Q..

A germinagdo sob &gua ja foi observada para muitas espécies

(Morinaga 1926 apud Small et al. 1989, Kozlowski 1984b), inclusive algumas
brasileiras como Inga affinis (Lieberg & Joly 1993) I. fagifolia e I. luschnatiana
(Okamoto 1998), Sesbania virgata (Okamoto 1995) e espécies de Ludwigea, que
germinam flutuando (Ana Odete dos Santos Vieira, comunicagdo pessoal). No
entanto, a maioria das espécies perde a viabilidade se submersa por periodos

prolongados (Hook 1984, Steege 1994, Scarano et al. 1997).

Ja, a germinacdo sob anoxia foi observada em poucas espécies.
Sementes das monocotileddneas Oryza sativa (arroz) e Echinochloa phyllopogon
s&o capazes de expandir o coleoptile em completa auséncia de oxigénio. Embora
ndo ocorra divis&o celular, esta resposta permite & plantula, no seu ambiente natural,
deixar o substrato andxico e atingir zonas alagadas mais aeradas para completar o
desenvolvimento (Vanderzee & Kennedy 1981, Fox et al. 1994). Outras espécies

capazes de germinar sob anoxia incluem Chorisia speciosa (Joly & Crawford 1983),

Erythrina caffra (Small et al. 1989), Trapa natans, Scirous mucronatus e Nuphar
luteum (Menegus et al. 1992) e /. fagifolia (Okamoto 1998). C. speciosa apenas protrai
a radicula em uma mucilagem que envolve a semente durante a embebigdo, enquanto
E. caffra e T. natans exibem alongamento da radicula sob anoxia. S. mucronatus e
N. luteum apresentam o desenvolvimento de um érgdo semelhante ao coleoptile,

sendo que o desenvolvimento de raizes e folhas s6 ocorre na presenca de O,



O sucesso da germinagdo de O. sativa sob anoxia tem sido atribuido a
uma elevada capacidade de fermentagdo e eliminacdo do etanol produzido
(Kennedy et al. 1987). A manutencdo de elevadas taxas de fermentagéo ¢
proporcionada pela capacidade de degradar o amido em anoxia (Perata et al. 1992,

Guglielminetti et al. 1995a).

Ja E. phyllopogon que também conta com uma capacidade aparente
de degradar amido (Kennedy et al. 1980), apresenta uma combinagdo entre
fermentagéo e atividade de enzimas do ciclo dos &cidos tricarboxilicos e via pentose
fosfato (Fox et al. 1994), podendo utilizar o nitrato como aceptor final de elétrons

(Kennedy et al. 1983).

Sementes de outros cereais, como trigo e cevada, ao contrario do
arroz, ndo germinam sob anoxia e ndo s&o capazes de degradar grdos-de-amido
(Guglielminetti et al. 1995a). Consomem rapidamente os acucares livres, levando a
exaustdo dos substratos respiratérios, o que compromete a germinacdo e a

viabilidade das sementes (Perata et al. 1997).

O conteudo de adenilatos, ou suas proporgdes, a carga energética

[(ATP + 1/2ADP)/ATP + ADP + AMP] (Pradet & Bomsel 1978), estdo correlacionados
com a capacidade de sobrevivéncia ou de germinacdo em condigbes limitadas de
oxigénio. Sementes de alface ndo germinam em anoxia, mas mantém-se viaveis por
3 semanas nesta condigdo, apresentando uma carga energética extremamente baixa
(0,3) (Raymond & Pradet 1980). Este baixo valor representa uma baixa disponibilidade

de energia que acaba preservando as células por impedir a degradacéo proteica,



sendo que valores intermediérios (0,4 a 0,6) s3o letais (Olden & Goldberg 1978 apud

Raymond & Pradet 1980).

Estudos envolvendo germinacdo sob hipoxia ou anoxia em sementes

que ndo sejam de cereais ndo sd0 muito numerosos. A maioria das espécies
arboreas tropicais apresentam sementes que ndo germinam mas que mantém-se
viaveis em condigdes hipdxicas ou andxicas por determinados periodos de tempo
(Marques et al. 1992, Scarano & Crawford 1992, Kubitzki & Ziburski 1994, Okamoto

1995, 1998, Lobo & Joly 1996, Kolb 1998).

Sementes de T. guianensis e de P. heptaphyllum sdc dispersas
durante a estagdo chuvosa e as de T. ovata, C. estrelensis e P. grandiflorum durante
a estag@o seca, com diferengas quanto ac estabelecimento das plantulas (Capitulo 1).
Surge, ent&o, a seguinte questdo: existem diferencas fisioldgicas na germinacdo
destas 5 espécies que favorecam ou dificuitem o estabelecimento das plantulas de

maneira a influenciar a sua abundancia?

Este trabalho pretende determinar o potencial germinativo de 5

espécies ocorrentes na mata de brejo da Reserva de Santa Genebra, Campinas, SP,

buscando avaliar o efeito da hipoxia e anoxia na germinacéo, na viabilidade e na
producéo de etanol, lactato e malato pelas sementes, buscando correlacionar as
respostas fisioldgicas com o comportamento ecoldgico e fenoldgico observado para

cada espécie no Capitulo |.
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Material e Métodos:

1. Coleta de sementes:

Sementes de Tapirira guianensis, Protium heptaphyilum e Talauma

ovata foram coletadas na érea de estudo, enquanto que as sementes de Cariniana
estrelensis foram coletadas nos municipios paulistas de Ribeirdo Preto e Tieté e no
campus da UNICAMP, e as de Pseudobombax grandiflorum foram coletadas
somente no campus da UNICAMP, devido & auséncia de frutificacdo destas duas

espécies na area de estudo. Foram utilizadas pelo menos 3 individuos parentais de

cada espécie.

T. guianensis e P. heptaphyllum apresentaram uma frutificacdo
iregular com taxas elevadas de predacdo das sementes, desta forma alguns
experimentos néo foram realizados por falta de sementes viéveisk (item 2 incompleto
e 3 a 5 para T. guianensis e 5 para P. heptaphyllum). Antes de submetidas aos
tratamentos, fez-se uma analise prévia das sementes, na tentativa de eliminar as

que estivessem predadas.

2. Efeito da normoxia, hipoxia e anoxia na germinagéo:

As sementes foram pesadas, lavadas em solugé&o de micostatin (1000
units/ml) e submetidas as seguintes condi¢des: normoxia (controle), na qual as
sementes foram postas para germinar em placas do tipo Gerbox sobre papel de filtro
umedecido com agua destilada; hipoxia, na qual as sementes foram mantidas
submersas em um béquer com 100 ml de agua destilada e com a superficie vedada,
sendo que a submers&o total foi garantida pelo envolvimento das sementes em um
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pacote confeccionado com uma camada de gaze; e anoxia, na qual as sementes
foram postas para germinar em placas plasticas, do tipo Petri, e mantidas em jarras
anaerdbicas (Oxoid). Estas jarras contém 2 sachets (um dos quais gera uma

atmosfera anaerobica (N2, H2 e CO2) e outro atua como indicador), e um catalisador

que acelera a remocao de oxigénio.

Todos os tratamentos foram conduzidos com 5 repeticdes com 10
sementes, mantidas em camara de germinagdo FANEM, sob luz branca com
fotoperiodo de 12 horas e temperatura de 25 + 2°C. A protrusdo da radicula foi
considerada como critério de germinagdo. Os tempos de tratamento variaram de

acordo com o tempo de germinacdo de cada espécie.

3. Efeito da normoxia, hipoxia e anoxia na producdo de etanol, lactato e malato:

Cinco repetigbes com aproximadamente 0,5g de semente (4 a 6
sementes) foram mantidas por intervalos variados de tempo em condicdes de
normoxia, hipoxia e anoxia. Ao final de cada tempo de tratamento as amostras
foram colocadas em N; liquido, extraidas em HCIO4 (6%), centrifugadas e o
sobrenadante neutralizado com KyCO3s (5M) e congelado. A quantificagéo posterior
de etanol, lactato e malato foi realizada enzimaticamente com a utilizac&o de kits da

Boehringer, através do registro da redug&o de NAD em espectrofotdmetro a 340 nm

(Joly & Brandle 1995).

4. Efeito da hipoxia e anoxia na viabilidade das sementes:

Para os tratamentos de hipoxia e anoxia descritos acima, foram

adicionadas 2 repeticbes com 10 sementes, que ao final de cada tempo foram
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lavadas e transferidas para condi¢des normais de oxigénio, semelhantes a condi¢éo
controle, em caémara de germinagdo. Fez-se, entdo, um acompanhamento da

germinacé@o para avaliar a capacidade de recuperacdo das sementes mantidas em

hipoxia e anoxia.

5. Identificac@o e guantificagdo das reservas das sementes:

A determinagdo das reservas das sementes foi realizada apos a
finalizacdo de todos os experimentos, a fim de identificar a reserva principal,
somente das espécies T. ovata, C. estrelensis e P. grandiflorum devido a
indisponibilidade de sementes de T. guianensis e de P. heptaphyllum. Uma nova
coleta foi realizada, as sementes foram colocadas em estufa de secagem a 50°C por

72h e apos este periodo foram trituradas em moinho.

A quantificacdo de lipideos foi feita por gravimetria apds lavagem
constante do material em hexano-etanol (2:1) com a utilizagdo do aparelho Sohxlet,
em uma amostra com 0,5g de material seco por espécie. Acucares livres e
polissacarideos foram extraidos e quantificados colorimetricamente de acordo com

Buckeridge & Dietrich (1996) em duas amostras de 25mg de material por espécie.

Amido (3 amostras) e proteinas (2 amostras) foram quantificados apds extragcdo em
MCW (metanol-cloroférmio-agua), com as proteinas solubilizadas em NaOH (0,1N) e
determinadas pelo método de Bradford (1976), e o amido hidrolisado em é&cido

percldrico (30%) e quantificado pelo método da antrona, com base numa reta padrao

de glicose.



6. Analise estatistica:

Os valores de media e desvio padrdo referentes a germinacdo e

expressos como porcentagem foram calculados apds a transformacdo dos valores

de porcentagem para arco seno da raiz quadrada de (p), sendo p o valor decimal da
porcentagem, e depois reconvertidos. A analise estatistica da producdo de etanol,

lactato e malato foi feita através da analise de variancia (ANOVA) seguida do teste

de Tukey 5% (Zar 1984).

Resultados:

Todas as espécies apresentaram sementes fotoblasticas neutras
(Tabela 2.1). A presenca do arilo em P. heptaphyllum e em T. ovata impede a
germinacéo das sementes, devendo, portanto, ser removido. Sementes mantidas em
condicdes de normoxia (controle) e na luz apresentaram um potencial germinativo de
58 a 91%, e tanto condi¢bes de hipoxia quanto de anoxia foram inibitérias para a

germinacéo das 5 espécies (Tabela 2.1).

A viabilidade pds tratamento em hipoxia € anoxia variou bastante entre

as especies, sendo que algumas vezes a hipoxia mostrou-se mais severa do que a
anoxia (Tabela 2.2). Sementes de P. grandiflorum perderam completamente a
viabilidade apds 8 e 10 dias em hipoxia ou anoxia, respectivamente, enquanto que
para P. heptaphyllum e C. estrelensis ambas as situag¢des inviabilizaram as
sementes com 15 dias. 7. ovata ainda mostrou uma baixa viabilidade até 20 dias em

hipoxia, e para T. guianensis poucas informagdes foram obtidas.
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Tabela 2.1 — Caracteristicas da germinagdo de 5 espécies arbdreas da mata de
brejo da Reserva de Santa Genebra, Campinas, SP. Os valores de germinacao
representam a média + desvio padréo, n=5, apds transformag&o para arco seno da
raiz quadrada da porcentagem).

Tempo de Germinagéo
Espécie Germinacéo (dias) (%)
Normoxia Hipoxia  Anoxia

Inicio Final Luz Escuro Luz Luz
T. guianensis 2 10 750+30 6820+75 0 0
P. heptaphyllum 6 15 600+52 390+23 0 0
T. ovata 14 30 91,0+3,0 90,0+92 0 0
C. estrelensis 13 30 87,0+50 690+35 0 0
P. grandiflorum 4 15 58,0+4,0 330+31 0 0

Tabela 2.2 — Efeito da hipoxia e anoxia na viabilidade das sementes de 5 espécies
arbéreas da mata de brejo da Reserva de Santa Genebra, Campinas, SP. (Os
valores representam o resultado de 2 repeticGes com 10 sementes cada, hifen
representa tempo de tratamento n&o testado).

Tempo Viabilidade pos tratamento (%)
T. P. T. C. P.
guianensis __heptaphyllum Ovata estrelensis  grandiflorum
2,5 dias
hipoxia - - 0eO 20e 20 40 e 90
anoxia 100e 100 - 20 e 50 0e10 60e 70
4 dias
hipoxia - - - - 30e 30
anoxia - - - - 40 e 60
5 dias
hipoxia - 0e10 60 e 90 0eO -
anoxia - 0e10 90 e 90 50e70 -
8 dias
hipoxia - - - - 10e 10
anoxia - - - - OeO
10 dias
hipoxia - OeO 40 e 40 - 0eO
anoxia 10e30 0e10 30e 40 - OeO
15 dias
hipoxia - 0e0 - Oe0 -
anoxia - OeO - OeO -
20 dias
hipoxia - - 0e 30 - -
anoxia - - 0eO - -




Tabela 2.3 - Principais reservas de sementes de 3 espécies arbdreas da mata de
brejo da Reserva de Santa Genebra, Campinas, SP. (Os valores indicam a média +
desvio padrao.

Espécie Tipo de reserva (ug/mg peso seco semente)
Polissacari-  Agucar Amido Proteinas  Lipideos
deos totais  soltvel (n=3) (n=2) (n=1)

(n=2) (n=2)
T. ovata 206 +0,07 16,8 +0,8 6,5+£07 1150+ 4,5 4295
(2%) (1,7%) (0,6%) (11,5%) (43%)
C. estrelensis 264+26 204+23 87+0/1 517+55 329,6
(2,6%) (2,0%) (0,8%) (5,2%) (33%)
P. grandiflorum 30924 26,8+273 8,5+0,2 36,4+43 203,5
(3,0%) (2,7%) (0,9%) (3,6%) (20,3%)

Protium heptaphyllum: o contetdo de etanol, lactato e malato em

sementes de P. heptaphyilum foi semelhante nos 3 tratamentos de normoxia, hipoxia
e anoxia, sendo que o etanol foi o principal produto do metabolismo anaerdbico
(Figura 2.1). Seu acumulo foi maximo apds 2,5 dias de tratamento, e apds 5 dias o
conteudo na semente estava semelhante ao nivel inicial (Figura 2.1a). Esta
diminuicdo no contetido de etanol nas sementes aos 5 dias foi acompanhada por

uma grande quantidade de etanol na solugdo, indicando que o mesmo foi liberado
para o meio (Tabela 2.4). Ao final de 10 dias sob hipoxia praticamente nao se
detectou a presenca de etanol nas sementes nem na solugéo (Figura 2.1a e Tabela
2.4). Os niveis de lactato e malato praticamente ndo variaram entre os tratamentos

(Figura 2.1b,c), ndo sendo, portanto, produto do metabolismo anaerdbico nesta

espécie.
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Figura 2.1 — Conteddo de etanol (a), lactato (b) e malato (¢) em sementes de
Protium heptaphyllum apés embebicdo em condigbes de normoxia (e), hipoxia

(m) e anoxia (* ). Os valores representam a média + erro padréo de 4 repeticdes.
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Tabela 2.4 - Producdo de etanol em sementes de Protium heptaphyllum mantidas
em hipoxia. Os valores representam a média = desvio padrdo, n=4, apos

transformacgao para arco seno da raiz quadrada da porcentagem).

Tempo de Etanol
tratamento
SEMENTE SOLUCAQ TOTAL

5 dias

(umol g" semente) 49+272 16,9+2172 21.8+£22,7
(%) 33,4+37 66,6 +3,7

10 dias

(umol g” semente) 1,4+073 09+0,8 23+1,0
(%) 753+104 257 +10,4

15 dias

(umol g”' semente) 0,7+0,8 0 0,73+0,8
(%) 100 0

Talauma ovata: da mesma maneira que em sementes de P.

heptaphyllum, ndo se observou diferencas entre os tratamentos no conteudo de
etanol, lactato e malato em sementes de T. ovata, exceto pela maior producdo de
etanol em sementes escarificadas mantidas em normoxia em relag@o as mantidas
em anoxia (Figura 2.2). Apesar da semelhan¢a dos metabdlitos entre sementes

intactas e escarificadas (Figura 2.2) a escarificagdo das sementes aparentemente

leva a uma reducéo na viabilidade das sementes mantidas em hipoxia e em anoxia,
em relacdo as sementes intactas (dados ndo apresentados). Novamente o etanol foi
o metabdlito que mostrou variagbes de conteddo em grande escala, enquanto
lactato (Figura 2.2 c,d) e malato (Figura 2.2 e,f) praticamente n&o variaram. Etanol,
lactato e malato ndo foram detectados em solucdo, indicando que n&o ha liberagéo

destes para o meio.
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Figura 2.2 — Conteldo de etanol (a,b), lactato (c,d) e malato (e,f) em sementes de
Talauma ovata apbs embebicido em condigbes de normoxia (e), hipoxia (u) e

anoxia (* ). a,c,e. sementes intactas; b,d,f: sementes escarificadas. Os valores

representam a média + erro padrdo de 5 repetigbes.
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Cariniana estrelensis: ao contréario das duas espécies anteriores,

diferencas significativas na produgéo de etanol, lactato e malato foram observadas
entre os trés tratamentos de normoxia, hipoxia e anoxia em sementes de C.

estrelensis. No inicio houve um acumulo de etanol semelhante entre o0s 3

tratamentos (Figura 2.3), e também foi observada uma grande quantidade de etanol
na solugdo (Tabela 2.5). Apds 5 dias o seu conteldo nas sementes manteve-se
elevado somente em anoxia, sendo significativamente maior do em normoxia e
hipoxia (p<0,05) (Figura 2.3a), no entanto, grande quantidade de etanol ainda foi
encontrada em solugdo (£85%). Ja com 15 dias seu conteudo foi praticamente nulo,

indicando que a sua produgé&o praticamente cessou neste intervalo de tempo

(Tabela 2.5).

O lactato tambeém foi um produto importante do metabolismo
anaerdbico. Houve um aumento progressivo no seu conteldo a partir do  primeiro
dia até ao final de 5 de hipoxia e anoxia, alcangando niveis significativamente
maiores (p<0,05) que o de sementes mantidas em normoxia. Aos 15 dias o
conteudo nas sementes ja era menor, no entanto em hipoxia o seu valor ainda era

maior que nos demais tratamentos (p<0,05). N&o houve variagdo significativa nas

sementes em normoxia (Figura 2.3 b).

A embebicdo em condigdes de normoxia levou a um aumento no
conteudo de malato que aos 5 dias foi significativamente maior que nos demais
tratamentos (p<0,05), enquanto que seus niveis praticamente ndo se alteraram em

hipoxia e anoxia (Figura 2.3 ¢). Lactato e malato nao foram detectados em solug&o.
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Figura 2.3 — Conteudo de etanol (a), lactato (b) e malato (c) em sementes de
Cariniana estrelensis ap6s embebicdo em condi¢des de normoxia (°®),
hipoxia (#) e anoxia (*). Os valores representam a média + erro padréo de 5

repeticdes,
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Tabela 2.5 — Conteldo de etanol nas sementes de Cariniana estrelensis mantidas
em hipoxia. Os valores indicam a média + desvio padrdo, n=5, apds transformacéo

para arco seno da raiz quadrada da porcentagem).

Tempo de Etanol
tratamento
SEMENTE SOLUCAO TOTAL
1 dia
(umol g”' semente) 57 +1,1 10,5+ 4,6 16,2 + 3,4
(%) 41,0+0,4 59,0 + 0,41
2,5 dias
(umol g semente) 48+2723 82 +266 13,0 £3,7
(%) 356+ 2,1 64,4 + 2.1
5 dias
(umol g”' semente) 25+04 17,3+9,8 19,8 + 8,5
(%) 15,7+ 1,5 843+1,5
15 dias
(umol g semente) 314+11 0 314 +11
(%) 100 0

Pseudobombax grandiflorum: apds o primeiro dia, a embebic&o de

sementes de P. grandiflorum em condi¢des de anoxia levou a uma produgédo de
etanol significativamente maior do que a observada em condi¢des de normoxia ou

hipoxia (p<0,05), atingindo um pico no quarto dia. O aumento no contetido de etanol

nas sementes em condicdes de normoxia € hipoxia ocorreu somente apds quatro
dias de tratamento (p<0,05). A maior parte do etanol produzido foi encontrada na
solucdo até o oitavo dia de tratamento, indicando a sua capacidade de eliminagao.
Apds 10 dias havia pouco etanol tanto nas sementes quanto na solugdo (Figura 2.4a

e Tabela 2.6), sugerindo a parada de sua produco.
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Figura 2.4 — Conteudo de etanol (a), lactato (b) e malato (¢) em sementes de
Pseudobombax grandiflorum apés embebicdo em condigcbes de normoxia (© ),

hipoxia (#) e anoxia (* ). Os valores representam a média + erro padrdo de 5
repeticdes.



Tabela 2.6 - Producdo de etanol em sementes de Pseudobombax grandiflorum
mantidas em hipoxia. Os valores indicam a média + desvio padrdo, n=5, apds

transformacgéo para arco seno da raiz quadrada da porcentagem).

Tempo de Etanol
tratamento
SEMENTE SOLUCAO TOTAL
1 dia
(umol g semente) 22+06 94+17 11,6+1,8
(%) 18,7 £ 0,4 81,2+04
2.5 dias
(umol g semente) 23+06 26+10 49+13
(%) 51,0+24 49,0 +2.4
4 dias
(umol g semente) 76+33 15,4+ 6,5 23,0+7,4
(%) 335+1,2 66,5+ 1.2
8 dias
(umol g semente) 29+03 87 +30 11,6 +3,3
(%) 26,7 +0,6 733+0,6
10 dias
(umol g”' semente) 58+26 1,1+ 0,4 6,9+2,8
(%) 845+19 14,5+ 1,9

Lactato também foi produzido em condigdes de hipoxia e anoxia,
embora em menor propor¢do do que o etanol. Ap6s 2,5 dias 0 conteudo nas

sementes em anoxia era significativamente maior do que em normoxia e hipoxia

(p<0,05), e manteve-se elevado até o fim do tratamento (Figura 2.4b). Em condi¢bes
de hipoxia o aumento na produgdo de lactato ocorreu somente no quarto dia de

tratamento e praticamente ndo variou quando em normoxia.

Variagcbes nos niveis de malato foram observadas em sementes
mantidas em normoxia apés o quarto dia de tratamento, quando observou-se que a

quantidade de malato era significativamente maior do que em hipoxia e anoxia



(p<0,0%). Ja, uma diminuic&o significativa no seu conteudo foi observada ao final dos

tratamentos em hipoxia e anoxia (Figura 2.4c).

O pico de etanol aos 4 dias em sementes mantidas em anoxia, assim
como o de lactato em hipoxia e de etanol e malato em normoxia (Figura 2.4)
coincidem com o inicio da germinacdo aos 4 dias (Tabela 2.1). Pode-se sugerir estes
aumentos nos conteudos dos metabdlitos sejam decorrentes de uma aceleragéo
metabdlica prévia a protrusdo da radicula. Assim, a aceleragdo do metabolismo em
normoxia leva a um pequeno aumento de etanol, provavelmente em fun¢do da maior
demanda por O, e nos tratamentos com restricdo de O, esta resulta num pico de

etanol e lactato acompanhados da auséncia de germinagéao.

Discusséo:

Embora todas as espécies em questdo neste estudo sejam
encontradas em éreas de solo hidricamente saturado durante boa parte do ano,
suas sementes s&do incapazes de germinar em condi¢des de hipoxia e anoxia. Esta

situacdo se torna mais surpreendente ao considerarmos que sementes de T

guianensis e de P. heptaphyllum sao dispersas durante a estacdo chuvosa (janeiro
e fevereiro). Sementes de T. ovata, C. estrelensis e P. grandiflorum séo dispersas
durante o inverno, a estacdo mais seca, no entanto, nas matas de brejo ainda
existem areas de solo encharcadas, devido a variagdes microtopograficas (Figura

1.1 — Capitulo 1).



Além de inibir a germinacao, condi¢des de hipoxia e anoxia reduzem a
viabilidade das sementes em poucos dias. No entanto, vale lembrar que nas
condi¢gdes experimentais estas situagdes foram continuas ao longo do tempo,
enquanto em situagdes naturais, a flutuacdo do lengol freatico proporciona

condicbes hipdxicas e andxicas intermitentes, ao menos em alguns locais,

possibilitando a germinacéo.

Das cinco espécies estudadas, as trés que apresentam sementes
dispersas na estacdo seca apresentam lipideos como principal reserva (7.
guianensis e P. heptaphyllum ndo foram analisadas). Armazenar carbono na forma
de lipideos pode ser apropriado pois estes contém maior quantidade de energia em
menor volume de massa (Crawford 1989). No entanto, a demanda por O; para a
respiracéo dos lipideos é maior (Al-Ani et. al. 1985, Raymond et al. 1985, Crawford
1992, Dey & Harborne 1997), podendo representar, ao menos aparentemente, uma

desvantagem em ambientes propensos a inundagao.

Quando expostas a baixas pressdes parciais de O, a carga energética

de sementes com reserva lipidica é reduzida mais rapidamente do que sementes

que armazenam carboidratos como reserva (Raymond et al. 1985).

QOutra evidéncia da vantagem de sementes com carboidratos como
reserva principal, considerando a germinagdo em condicbes hipoxicas, € observada
em Sesbania virgata, que tanto sdo capazes de germinar quando submersas, como
mantém 100% de viabilidade mesmo apos 15 dias de anoxia (Okamoto 1995). Como
a maioria das leguminosas, sementes de Sesbania apresentam carboidratos na

forma de oligossacarideos da familia rafinose (aglcar livre) e galactomananos
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(polissacarideo de parede) como principais reservas (Buckeridge & Dietrich 1996).

Sementes de Inga também apresentam amido como reserva (ver Okamoto 1998).

Acucares livres representaram, em média, 2% do peso seco de

sementes de 7. ovata, C. estrelensis e P. grandifiorum, uma fracdo muito pequena.
Tabebuia cassinoides, também uma espécie tipica de ambientes encharcados,
apresenta, aproximadamente, 17% do peso seco da semente como aclcar livre.
Apesar das sementes desta espécie ndo germinarem em hipoxia ou anoxia, mantém
parcialmente a viabilidade por até 20 e 15 dias nestas condicdes, respectivamente
(Kolb 1998). Agucares livres raramente sdo o principal carboidrato de reserva, no
entanto ha evidéncias de que estes podem ser importantes substratos para a
respiracdo possibilitando a germinacdo e, quando presentes em grandes
quantidades suportam, também, o crescimento inicial de plantulas (Bewley & Black

1994, Ziegler 1995).

Como a mobilizagdo de reservas é um evento pds-germinativo (Botha
et al. 1992, Bewley & Black 1994, Kermode 1995) a presenca de pequenas

quantidades de acucares livres podem inviabilizar a germinacdo em hipoxia devido a

insuficiente producao de energia.

Contudo, a presenca de grandes quantidades de carboidratos como
reserva ndo representa a capacidade de germinar em anoxia, uma vez que a
degradacdo do amido na auséncia de O, sé foi observada em O. sativa e E.
phyllopogon e € ausente em outros cereais ricos em amido (Perata et al. 1992,

Guglielminetti et al. 1995a, b).



Sementes que germinam em baixas pressdes parciais de O, ou em
anoxia apresentam uma fermentagdo aicodlica ativa, com produgéo de lactato muito
baixa ou quase nula (Rumpho & Kennedy 1981, Joly & Crawford 1983, Raymond et
al. 1985, Small et al. 1989, Okamoto 1998).

Tanto etanol quanto lactato s&o considerados toxicos para as plantas
se acumulados em grandes quantidades. O etanol por afetar a integridade da
membrana plasmatica pela solubilizagédo de lipideos (Crawford 1978) ou quando
oxidado a acetaldeido (Perata et al. 1986) e o lactato por acidificar o citoplasma
(Roberts et al. 1985). Entretanto, recentemente estas consideracbes tém sido
refutadas (Jackson et al. 1982, Perata & Alpi 1991), e a eliminacdo destes
metabdlitos para o meio externo tem sido uma resposta comum em espécies

tolerantes (Rumpho & Kennedy 1881, Small et al. 1989).

Chorisia speciosa (Joly & Crawford 1983) e Erythrina caffra (Small et
al. 1989) capazes de protrair a radicula em anoxia, Sesbania virgata (Okamoto
1995) e algumas espécies de /Inga (Okamoto 1998) que germinam submersas, séo

espécies arbodreas tropicais cuja germinagédo e producido de etanol e lactato pelas

sementes foram estudadas em condicbes de déficit de O, Nestas especies,
invariavelmente o etanol foi o principal metabdlito acumulado e também eliminado
para 0 meio, com pouca producdo de lactato (em relagdo ao etanol produzido),
possibilitando o sucesso da germinacéo.

De maneira semelhante, as quatro espécies deste estudo
apresentaram o etanol como principal produtc da fermentacdo podendo ser
eliminado para o meio (exceto em T. ovata), sendo que duas delas, C. estrelensis e

P. grandiflorum apresentaram, também, um acumulo consideravel de lactato. No
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entanto, diferentemente das espécies citadas anteriormente ndo houve germinacao
em hipoxia, 0 que permite a sugestdo de que a fermentacdo ndo gerou energia
suficiente. Outro aspecto que reforga esta colocacédo é que tanto T ovata quanto C.

estrelensis, que requerem mais tempo para que a germinagdo ocorra, com 10 dias

de tratamento houve uma redugéo na producdo de etanol (Figuras 22 e 23 e
Tabela 2.5) sugerindo a exaustdo de substrato respiratorio, acompanhada pela
auséncia de germinacdo e baixa viabilidade das sementes apos transferéncia para

normoxia (Tabela 2.2).

Como em C. estrefensis e P. grandiflorum, o lactato também foi
produzido em sementes de T. cassinoides sob as mesmas condigbes experimentais
(Kolb 1998), assim como em sementes de vérias espécies de Inga (Okamoto 1998).
A producéo de lactato tem sido mencionada como transitéria nos periodos iniciais
de deficiéncia de O,, antecedendo a producdo de etanol (Roberts et al. 1985,
Davies 1986), principalmente em tecidos de raiz, sendo que seu actimulo em
condigbes prolongadas de hipoxia ou anoxia pode ser prejudicial (Ricard et al.
1994). A auséncia de produg&o de lactato nas espécies que germinam ou mantém

a viabilidade por longos periodos em anoxia (Raymond et al. 1985, Okamoto 1995)

reforcam esta idéia. Desta forma, a producéo e acimulo de lactato nas sementes de
C. estrelensis e P. grandifiorum, uma vez que ndo houve eliminagcéo deste para o
meio, pode levar a uma acidificacéo das sementes e contribuir para o curto periodo
de viabilidade destas sob condigdes restritas de oxigénio, e provavelmente de

substrato respiratério.
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A auséncia de acimulo de malato sob hipoxia ou anoxia observada
neste estudo esta de acordo com as observacdes de Raymond et al. (1985), tanto

em sementes com amido como reserva principal ou lipideos.

A grande atividade fermentativa observada nas sementes de P.
heptaphyllum, T. ovata, C. estrelensis e de P grandiflorum em condicdes restritas
de Oz , provavelmente ndo foi suficiente para gerar a energia necessaria para a
germinagdo. A reducéo da viabilidade pds hipoxia e anoxia poderia ser resuitante
da falta de substrato respiratorio. Assim, pode-se Supor gue quando em hipoxia ou
anoxia a impossibilidade de gerar grandes quantidades de ATP, talvez devido a
baixa quantidade de acuticar disponivel, possa levar a outros danos metabdlicos que

inviabilizam a germinac&o posteriormente.

Outra possibilidade para a reducéo da viabilidade das sementes é a
ocorréncia de um dano pds-andxico, quando restauradas as condigdes de aeracéo,
uma vez que muitas formas ativas de O, (como radical superoxido Oy, perdxido de
hidrogénio H,0, e radicais hidroxilicos OH’) s&o extremamente toxicos as células

vegetais, e condigdes anodxicas nos tecidos favorecem a sua formacéo. A reagio

destes radicais com o etanol. levando a uma répida formacéo de acetaldeido: ou a
peroxidagdo de lipideos causando danos as membranas, podem estar relacionados
com a intolerancia das espécies a estas condi¢bes (revisado por Pfister-Sieber &
Brandie 1994).

Desta forma, como as espécies em questdo possuem sementes que
n&o germinam em condicdes restritas de oxigénio, e no entanto todas as populacdes
Se regeneram a partir de sementes, pode-se concluir que existem ao menos duas

estratégias de estabelecimento. T. guianensis e P. heptaphyllum frutificam durante a

60



estacdo chuvosa, de maneira irregular, alternando anos de grande producdo de
sementes, com anos de baixa ou auséncia de frutificacdo. Para estas duas espécies
a probabilidade de germinagéo talvez esteja associada a presenga de micrositios
favoraveis (locais com solo n&o saturado) associada ao grande nimero de sementes
produzidas. J&, T. ovata, C. estrelensis e P. grandiflorum parecem ter solucionado o

problema da ndo germinagdo em condicdes de hipoxia através do controle

fenoldgico da frutificacdo em periodos mais secos.

Uma outra estratégia observada para espécies tropicais sujeitas a
inundac&o é observada nas florestas Amazonicas (de varzea e de igapd). Nestes
locais muitas espécies dispersam as sementes durante o periodo da cheia e a
germinag&o sé ocorre quando o nivel da agua diminui, expondo o solo da floresta, o
que requer uma viabilidade longa das sementes, além da capacidade de flutuacdo

na agua (Kubitzki & Ziburski 1994).

O estabelecimento das plantulas recém germinadas nas matas ciliares
e matas de brejo sera, de qualquer forma, influenciado pela flutuacdo do lencol

freatico, que acaba impondc uma situacdo de restricdo de oxigénio as raizes. Este é

0 objetivo de estudo do proximo capitulo.
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CAPITULO III

Respostas morfo-anatomicas e metabélicas induzidas pela
saturacédo hidrica do solo em plantas de 5 espécies arbéreas

da mata de brejo da Reserva de Santa Genebra, Campinas, SP.



Introducgio:

As principais causas do alagamento do solo na regido tropical sdo a
extravasdo dos rios e a flutuagdo do lengol freatico, causados por elevados indices
de precipitacdo durante a estagio chuvosa. Os regimes de alagamento podem variar
tanto sazonalmente como em relagdo a sua duracdo e profundidade, definindo,
assim, caracteristicas abidticas particulares, importantes na determinacdo da
distribuicio das espécies (Joly 1986, Rodrigues 1989, Blom et al. 1990, Schnitzler et

al. 1992 apud Blom & Voesenek 1996).

O alagamento impede a aeragdo do solo pais os espacos de ar sdo
preenchidos pela agua. O rapido consumo de O; pelas raizes e microorganismos do
solo e o seu baixo coeficiente de difusdo na agua levam a sua exaust&o, exceto nas

camadas superficiais do solo (Armstrong et al. 1991, Drew 1992).

O desaparecimento do O, leva a uma série de alteracdes nas
propriedades fisico-quimicas do solo, incluindo acimulo de ions reduzidos, acidos
organicos e compostos volateis que podem ser prejudiciais as raizes quando

acumulados (Ponnamperuma 1984). No entanto, o déficit inicial de oxigénio parece

ser a causa primaria de injuria para as plantas, uma vez que 0 tempo necessario
para a diminuig&o do potencial redox do solo e para o acumulo de fitotoxinas atingir

niveis téxicos pode é mais longo (Drew 1992).

Sementes e Orgdos subterrdneos como raizes e rizomas sdo
diretamente afetados pela auséncia de oxigénio, enquanto a parte aérea das plantas
¢ indiretamente afetada em conseqiiéncia das alteraces nas fun¢des radiculares

(Vartapetian & Jackson 1997).



Concentragdes reduzidas de O, no solo afetam o metabolismo radicular,
impedindo o funcionamento da fosforilagdo oxidativa, responsavel pela regeneracéo
de NAD" e concomitante producdo de ATP, desviando o metabolismo para vias

fermentativas (Fox et al. 1994, Blom & Voesenek 1996).

Embora muitos metabdlitos tenham sido considerados como produto da
fermentagéo (Crawford 1978, Davies 1980), atualmente, somente alguns sdo
amplamente aceitos: etanol, lactato, alanina, succinato e acido gama-amino-butirico
(Menegus et al. 1989, Fan et al. 1992, Roberts et al. 1992, Dolferus et al. 1997). O
acumulo de malato tem sido uma resposta menos freqliente e muito polemizada
(Keeley 1978, Ernst 1990, Menegus et al. 1992, Roberts et al. 1992, Joly 1994b,

Pfister-Sieber & Brandle 1994).

A baixa produgéo de ATP gerada pela fermentagdo é compensada por
uma aceleragdo da glicdlise, conhecida como Efeito Pasteur, que requer um
suprimento ilimitado de carboidratos (Pradet & Bomsel 1978, Drew 1992, Pfister-
Sieber & Brandle 1994). Embora muitas vezes considerados toxicos, tanto etanol

quanto lactato podem ser eliminados das raizes (Joly & Crawford 1982,

Mendelssohn & Mckee 1987, Xia & Saglio 1992).

Condicbes de hipoxia como de anoxia levam a um acumulo substancial
de etanol nas raizes (Smith & Ap Rees 1979, Joly & Crawford 1982, Good & Muench
1993), e sua producdo parece essencial para a sobrevivéncia em anoxia, uma vez
que mutantes sem ADH morrem na auséncia de oxigénio (Harberd & Edwards 1982

apud Good & Muench 1993).
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Davies (1980, 1986) e Roberts et al. (1984) propuseram que o lactato é
formado no inicio da anaerobiose, levando a uma diminuigdo do pH e consequente
desvio para a produgdo de etanol, através da inducdo da atividade da piruvato

descarboxilase. A auséncia de controle do pH citoplasmatico em espécies néo

tolerantes levaria & morte por acidose citoplasmatica (Roberts et al. 1985). Entretanto
alguns estudos mais recentes mostram resultados contraditérios a hipotese de
Davies-Roberts. Saint-Ges et al. (1991) observaram que ndo houve relagdo tempo-
dependente entre a queda brusca de pH no inicio da anoxia com a manutencdo da
producéo de lactato, e que a acidificagéo observada foi concomitante com a reducéo
do nivel de nucleotideos trifosfato em apices de raiz de milho. Menegus et al. (1991)
também observaram uma acidificagdo do citoplasma de coleoptiles de arroz sob
anoxia, mesmo com uma producdo muito baixa de lactato, concluindo que o controle
do pH citoplasmatico envolve outros eventos além da produgdo de acidos carboxilicos.
Rivoal & Hanson (1993) constataram o lactato como principal produto da fermentacao

em algumas espécies do género Limonium, que produzem, também, etanol e alanina.

A producgdo de alanina também tem sido uma resposta encontrada em

raizes submetidas a restrigdes de oxigénio (Smith & Ap Rees 1979, Good & Muench

1993), e a atividade da enzima alanina aminotransferase foi correlacionada com o
grau de deficiéncia de O, (Good & Crosby 1989). Ao contrario da ADH e LDH, a
atividade da alanina aminotransferase néo regenera NAD®, portanto, Good & Crosby
(1989) sugeriram que a alanina representa uma economia de C e N, pois ela é
mantida no tecido, enquanto o etanol é eliminado. No entanto, dependendo da via
biossintética o acumulo de alanina pode contribuir para reduzir o pH (Roberts et

al. 1992).



CondigGes de pré-tratamento em hipoxia melhoram a sobrevivéncia em
anoxia (Saglio et al. 1988, Johnson et al. 1989) devido a inumeras modificacdes
metabdlicas e energéticas, de algum modo ligadas a expressdo génica (Ricard et al.

1994). Sao caracteristicas de raizes aclimatadas: maiores niveis de ATP e de carga

energetica (Saglio et al. 1988), manutencéo da taxa glicolitica (Saglio et al. 1988,
Xia & Saglio 1992, Rivoal & Hanson 1994), controle do pH (Xia & Roberts 1994),
menor produgd&o e maior capacidade de eliminacdo do lactato (Xia & Saglio 1992,
Rivoal & Hanson 1994) através de um provavel mecanismo de transporte na
membrana (Xia & Roberts 1994, Ratcliffe 1995). Xia et al. (1995) sugerem que a

aclimatacdo também resulta em modificagdes na afinidade das enzimas por ATP.

A tolerancia a curtos periodos de restricdo de O, é proporcionada por
ajustes metabdlicos (Blom & Voesenek 1996). Dependendo da época do ano e do
orgado exposto, a tolerancia a anoxia pode variar de poucos dias a meses (Barclay &
Crawford 1982, Crawford & Brandle 1996). Espécies rizomatosas como Typha
latifolia, Schoenoplectus lacustris e Scirpus maritimus (Barclay & Crawford 1982)
desenvolvem a parte aérea em anoxia a partir de gemas pré-formadas, no entanto,

no caso de S. maritimus, com baixa incorporagdo de matéria seca (Barclay &

Crawford 1982). Outra espécie capaz de desenvolver a parte aérea, a partir do
tubérculo, em anoxia é Potamogeton pectinatus, uma monocotileddnea aquatica.
Summers & Jackson (1994) reportaram que esta espécie € capaz de alongar os
internés e emitir a primeira folha através de expans&o e de divisédo celular! A
presenca do tubérculo reflete a necessidade de transporte de substrato respiratdrio,

como 0 amido.

66



A manutencg&o de elevado fluxo glicolitico tem sido uma resposta comum
entre as espécies mais tolerantes a restricdo de O, (Joly & Crawford 1982, Mayne &
Kende 1986, Hanhijarvi & Fagerstedt 1995) e & consistente com o aumento da

atividade de varias enzimas envolvidas no metabolismo de agucar (Ricard et al.

1994). Mais do que isto, a anoxia induz a sintese de proteinas (ANP — prdteinas
anaerdbicas), que constituem um conjunto de poucas enzimas, principaimente

envolvidas com a glicdlise e fermentagdo (ver Sachs et al. 1996).

Além da presenca de grandes reservas de carboidratos, a tolerancia a
anoxia também pode ser dependente da capacidade de conservar ou de utilizar as
reservas de maneira mais adequada (Barclay & Crawford 1983, Crawford 1989,

Hanhijarvi & Fagerstedt 1995).

A participacdo de algumas enzimas, em detrimento de outras, pode
levar a uma maior producéo de ATP. A hidrolise de sacarose via sacarose sintase
(em vez da invertase) aumenta a produgdo para 3 moléculas de ATP e da mesma
forma a participagéo da fosfofrutoquinase dependente de PPi (e ndo de ATP) também

aumenta a producdo de ATP (Mertens et al. 1990, Fox et al. 1994, Plaxton 1996).

Apesar de algumas evidéncias favorecendo a atividade da PPi-PFK no
sentido glicolitico, como concentragbes de PPi favoraveis, maiores do que o Km da
enzima (Kombrink et al. 1984 apud Taiz 1986, Edwards et al. 1984), Xia et al. (1995)
questionam o envolvimento de enzimas dependentes de PPi no controle metabdlico

em raizes de milho mantidas em anoxia.
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Além do controle metabdlico, a tolerancia a deficiéncia de O, também
envolve adaptacdes através de caracteristicas morfo-anatdmicas que facilitam a

aeracao das raizes, evitando ou minimizando os efeitos da restricdo de oxigénio.

Com o alagamento e a submerséo da base do caule, € muito comum a
ocorréncia da hipertrofia de lenticelas e da propria regio caule-colo (Sena Gomes &
Kozlowski 1980, Joly & Crawford 1982, Newsome et al. 1982, Kozlowski 1984b:
Lobo & Joly 1995, Joly 1996, Marques et al. 1996, Pimenta et al. 1996). Nesta regido
também ocorre a iniciagdo de raizes adventicias (Sena Gomes & Kozlowski 1980,
Newsome et al. 1982), geralmente mais porosas (Drew et al. 1985, Laan et al. 1989)
devido ao desenvolvimento de aerénquima. Plantas alagadas podem apresentar,
ainda, um enraizamento superficial (Justin & Armstrong 1987, Armstrong et al. 1991,
Lobo & Joly 1995 Blom & Voesenek 1996) que acaba substituindo o sistema

radicular original.

A importancia destas estruturas em melhorar o desempenho e a
sobrevivéncia das plantas alagadas tem sido mostrada por diversos autores.
Lenticelas hipertréficas atuam como pontos de entrada de O, (Kozlowski 1984b, Joly
1996) e de liberagdo de compostos volateis potenciaimente toxicos (Chirkova &
Gutmann 1972 apud Hook 1984, Hook & Sholtens 1978, Crawford et al. 1987).
Raizes adventicias atuam na absorgéo de agua, nutrientes e producéo de hormdnios

(Sena Gomes & Kozlowski 1980, Vartapetian & Jackson 1997).

O desenvolvimento de aerénquima, tanto nas raizes adventicias quanto
nas superficiais e na regido cortical da base do caule, possibilita o transporte de O,

da parte aérea até as raizes e a liberagdo de produtos volateis (Armstrong et al.
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1991). Isto por que o aerénquima diminui a resisténcia difusiva longitudinal e
diminui a demanda metabdlica de O, por unidade de volume celular, o que aumenta
0 seu suprimento para o apice radicular. Outro fator que colabora para a
sobrevivéncia da planta em hipoxia ou anoxia € a perda radial de O, através da raiz,

que permite a oxidagdo da rizosfera, possibilitando a remocdo oxidativa de

fitotoxinas (revisado por Armstrong et al. 1994).

Alteracbes nas caracteristicas morfo-anatdmicas estdo ligadas a
modificagdes nos niveis hormonais em decorréncia da hipoxia do sistema radicular.
O conhecimento sobre a participacéo dos fitormdnios no controle desias respostas
tem sido amplamente revisado (Reid & Bradford 1984, Jackson 1985; Armstrong et

al. 1994, Drew et al. 1994, Blom & Voesenek 1996, Vartapetian & Jackson 1997).

Considerando que ha diferencas na abundancia de plantulas (Capitulo I)
e que o periodo da dispersdo das sementes diferem (Capitulo IlI) entre as cinco
espécies neste estudo, outro aspecto a ser avaliado é a resposta apresentadas
pelas plantas quando submetidas a saturacdo hidrica do solo. Com o intuito de

avaliar a capacidade de estabelecimento das plantulas no seu ambiente natural, e
averiguar se as espécies mais abundantes na mata sofrem menos efeito do
alagamento experimental, foram objetivos deste capitulo caracterizar as
modificagdes morfo-anatdbmicas como hipertrofia de lenticelas, formacdo de novas

raizes e a porosidade destas, e quantificar a producgdo de etanol, lactato e malato

pelas raizes de plantulas alagadas das 5 espécies.
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Material e métodos:

Plantulas de todas as espécies, oriundas dos testes de germinacgao,

foram transplantadas para sacos (2 1) confeccionados com tela de nylon, tipo

sombrite, contendo areia grossa e mantidas em casa de vegetacdo. Antes do inicio do

experimento as plantas receberam solu¢ao nutritiva de Hoagland (10%) quinzenalmente.

O experimento foi montado ao longo do verdo, com a idade das plantas
variando entre 6 meses e 2 anos entre as espécies. As plantas foram alagadas em
tanques de aproximadamente 250 litros e plantas controle receberam rega duas

vezes ao dia, com ambos tratamentos sendo mantidos sob sombrite (50%).

Modificagbes morfo-anatdmicas como a hipertrofia de lenticelas e
formac&o de raizes adventicias foram acompanhadas visualmente e fotografadas. A
porosidade foi determinada pelo método do picndmetro (Jensen et al. 1969) nas
raizes de plantas controle e das plantas alagadas. A porosidade foi calculada pela

seguinte formula:

% porosidade = 100 x (Ph — Pra)/(Pa + Pr = Prea)

onde Pr é o peso fresco das raizes, Pa é o peso do picndmetro com agua, Pr+a € 0
peso do picndmetro com agua e as raizes intactas e Ph é o peso do picndometro com

as raizes maceradas (homogeneizadas).

A producdo de etanol, lactato e malato foi avaliada em cada espécie
apos 0 (controle); 1; 2; 5; 12; 30 e 60 dias de alagamento. Ao final de cada tempo 5
plantas por espécie foram retiradas do tratamento, com as raizes sendo rapidamente

lavadas e secadas. Segmentos apicais de aproximadamente 3cm foram cortados,
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colocados em nitrogénio liquido e pesados (aproximadamente 0,5g). Quando
presentes, raizes adventicias ou induzidas pelo alagamento foram amostradas
separadamente. A seguir as raizes foram maceradas em HCIO, (6%), o extrato foi
centrifugado, neutralizado, e as amostras foram congeladas, de maneira semelhante
as sementes (Capitulo Il). A quantificacdo dos metabdlitos foi realizada através da
andlise enzimatica com utilizagdo de kits da Boehringer, através da variacdo de
absorbancia ocasionada pela redugdo do NAD" a 340nm. Os ensaios foram feitos de
acordo com as indicagdes sugeridas nos kits. A andlise da quantificacdo destes
metabdlitos foi realizada considerando-se duas fases: uma durante o inicio do
alagamento (considerado até 12 dias) e outra no periodo final, apds 30 e 60 dias,
correspondendo ao metabolismo das raizes formadas com o alagamento, exceto
em T. ovata. Devido a perda de uma ou outra amostra ao final da extracdo e as
vezes a ocorréncia de um valor extremamente dispar dos demais, foram utilizadas 4

amostras para as analises, a partir de 4 plantas, exceto em T. ovata (n=5).

Analise estatistica: a anadlise estatistica foi realizada através da andlise de
variancia (ANOVA) e teste de comparagbes muitiplas de Tukey (5%) (Zar 1984), com

a transformacé&o dos dados para Log (x+1) para as medidas de etanol, lactato e

malato.
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Resultados:

Modificagdes morfo-anatémicas:

Hipertrofia de lenticelas e enraizamento adventicio: ao final de uma

semana de alagamento, todas as espécies apresentaram inicio de hipertrofia de
lenticelas, uma resposta ampla e uniformemente observada em todas as plantas
(Figura 3.1). T. ovata, C. estrelensis e P. grandiflorum apresentaram, também,
lenticelas hipertréficas na raiz principal, junto & saida das raizes laterais. O
enraizamento adventicio ocorreu até o final da segunda semana de maneira
freqUente e regular em T. guianensis, passando a ser o componente principal do

seu sistema radicular, e de maneira irregular em P. grandifiorum (F igura 3.2).

ApGs um periodo de 30 dias, ocorreu a iniciagdo e o crescimento de
numerosas raizes adventicias em P. heptaphyilum que acabaram sendo o componente
principai do sistema radicular juntamente com raizes formadas apés o alagamento,
regenerantes do sistema radicular original (Figura 3.2). As demais espécies (exceto
C. estrelensis) também apresentaram enraizamento adventicio, porém mais irregular
em relagdo ao surgimento e a frequéncia observada. A formagéo de novas raizes,
mais brancas e retilineas (induzidas), na maioria das vezes em uma posicdo mais
préxima a superficie, partindo da raiz principal, foi observada em T. ovata, C.
estrelensis e P. grandiflorum. De uma maneira geral, o sistema radicular de T.
guianensis foi o mais prejudicado, pois ao final de 12 dias havia poucas raizes vivas,
sendo aos poucos substituido pelo crescimento das raizes adventicias. O mesmo
aconteceu para P. heptaphyllum, porém apés 30 dias. O sistema radicular de T

ovata foi 0 menos prejudicado, enquanto para P. grandiflorum restavam poucas
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Figura 3.1 - Efeito do alagamento na hipertrofia de lenticelas e formagédo de raizes
adventicias em plantas jovens de cinco espécies arbéreas da mata de brejo da
Reserva de Santa Genebra, Campinas, SP. A: Tapirira quianensis, B: Profium
heptaphyllum, C:. Talauma ovata, D: Cariniana estrelensis, E: Pseudobombax
grandiflorum.
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Figura 3.2 - Efeito de sessenta dias de alagamento na integridade do sistema
radicular em plantas jovens de cinco espécies arbéreas da mata de brejo da
Reserva de Santa Genebra, Campinas, SP. A:. Tapirira guianensis, B: Protium
heptaphyllum, C. Talauma ovata, D:. Cariniana estrelensis, E. Pseudobombax
grandiflorum. RA: raizes adventicias, Rl raizes induzidas, RR: raizes regenerantes.
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raizes vivas ao final de 60 dias. Respostas de crescimento de raizes em plantas

alagadas de C. estrelensis consistiram no crescimento de algumas raizes laterais do
sistema radicular original (regenerantes) e na formagéo ocasional de poucas raizes

novas, brancas, mais espessas ¢ retilineas (induzidas).

Porosidade radicular: o alagamento aumentou a presenca de espacos
intercelulares nas raizes adventicias ou superficiais, nas 5 espécies estudadas

(Tabela 3.1).

Tabela 3.1 - Porosidade radicular de plantas crescidas em condigbes controle e
alagadas por 60 dias. Os valores indicam a média + erro padréo (apos
transformacéo para arcoseno da raiz quadrada de p), com o nimero de amostras
entre parénteses. Andlise de variancia seguida de Teste de Tukey, ad: raizes
adventicias; ind: raizes formadas com o alagamento, mais brancas e espessas,
geralmente mais superficiais; or: raizes do sistema radicular original, em

crescimento; reg: regenerantes do sistema radicular original.

Porosidade Radicular (%)

Espécies Raizes controle Raizes alagadas ANOVA

Tapirira guianensis 22105(7) 50+24(7)™ p <005

Protium heptaphyllum 1,5+0,9 (6) 3,2+0,9(6) ™ p < 0,05

Talauma ovata 3,2+0,2(5) 31+05(3)° p < 0,05
| 10,2 £ 2,0 (5) ™

Cariniana estrelensis 2,5 £1,1(8) 45+08(3) p < 0,05

86+1,3(3)
Pseudobombax grandiflorum 1,2 + 0,3 (6) 7.1+1,1(6)" p < 0,05




Metabolismo radicular - acamulo de etanol, lactato e malato:

Tapirira quianensis:; durante o inicio do tratamento ocorreu um aumento de

aproximadamente 6 vezes no conteldo de etanol nas raizes, que se manteve até aos

12 dias, sendo significativamente maior que nas plantas controles (p<0,05) (Figura 3.3).
Ja, o aumento de lactato foi lento, porém atingiu valores extremamente elevados nas
raizes alagadas por 5 e 12 dias, significativamente maiores que os tempos iniciais

(p<0,05). Os niveis de malato n&o variaram ao longo de todo o tratamento.

pmol.g '(PF raiz)

Tempo {dias)

Figura 3.3 - Contetido de etanol ( ®), lactato (m) e malato (# ) em raizes de Tapirira
guianensis alagadas. O tempo O representa as medidas em plantas controles. As
medidas de 30 e 60 dias foram feitas em raizes adventicias, farmadas apds o
alagamentp, indicadas no gréfico pela seta. Os valores representam a meédia + erro

padréo (n=4).
Apds 30 dias as medidas foram realizadas somente nas raizes

adventicias, em decorréncia da morte do sistema radicular original, por volta de 10 a

12 dias. Nestas novas raizes os valores de etanol foram extremamente elevados
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apos 30 dias, significativamente maior que os demais tempos de tratamento
(p<0,05). Ao final de 60 dias estes valores ja se encontram reduzidos, porém ainda
maiores que os de plantas controle (p<0,05). Esta reducdo sugere uma menor
producéo de etanol por estas raizes, ou uma maior capacidade de eliminacéo deste
para o meio. Os niveis de lactato nas raizes adventicias foram iguais ao das plantas

controle, indicando que ha alguma alteraco metabdlica ou fisiolégica nestas raizes

em relag&o as originais (Figura 3.3).

Protium heptaphyllum: nesta espécie o alagamento levou a um
aumento na produgéo dos 3 metabdlitos ensaiados. No periodo inicial houve um
pequeno aumento de etanol que tornou-se significativamente maior aos 12 dias
(p<0,05), e uma tendéncia de acumulo de lactato porém n&o significativa (p>0,05).
Houve uma tendéncia de acimulo de malato desde o inicio da hipoxia que, no
entanto, foi significativa soménte ao final de 12 dias (p<0,05). Com a morte do
sistema radicular préxima aos 30 dias de tratamento, medidas realizadas nas raizes
adventicias mostraram niveis maiores de etanol e malato do que plantas controle

(p<0,05) semelhantes aos observados nas raizes alagadas por até 12 dias, assim

como niveis reduzidos de lactato (Figura 3.4). Isto demonstra que diferentemente
das raizes adventicias de T. guianensis, as de P. heptaphyllum ndo mostraram um
controle metabdlico diferente das raizes do sistema radicular original, a ndo ser pela

pequena quantidade de lactato encontrada nestas raizes.
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Figura 3.4 - Contetdo de etanol ( *), lactato (m) e malato (<) em raizes de Protium
heptaphyllum alagadas. O tempo O representa as medidas em plantas controles. As
medidas de 30 e 60 dias foram feitas em raizes induzidas pelo alagamento,

indicadas no gréfico pela seta. Os valores representam a média + erro padréo (n=4).

Talauma ovata:. esta espécie mostrou as menores variagdes no

contetido de etanol, lactato e malato nas plantas alagadas. Aos 2 dias observou-se
um aumento significativo no conteddo de lactato (p<0,05), sendo que aos 5 dias seu
nivel ja era semelhante as plantas controles. As variacdes no contetido de etanol

ndo foram significativas até 12 dias de hipoxia, @ uma maior quantidade de malato

foi observada ao longo do alagamento (p<0,05). Diferente das demais espécies, o
sistema radicular de T. ovata ndo foi t&o prejudicado, ocorrendo a morte de somente
algumas raizes laterais. Apos 30 dias foram quantificados maiores niveis de etanol
(p<0,05) e malato (p<0,05) e muito pouco lactato, sendo que aos 60 dias houve uma
redugcdo nos niveis de etanol (Figura 3.5). Amostras de raizes induzidas pelo
alagamento (n=2) mostraram contelidos dos metabolitos semelhantes as raizes

originais (n=3) e foram apresentadas em conjunto.
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Figura 3.5 - Contetido de etanol (*), lactato (m) e malato (“~) em raizes de
Talauma ovata alagadas. O tempo 0 representa as medidas em plantas controles.

As medidas de 60 dias foram feitas nas raizes originais e nas induzidas. Os valores
representam a média + erro padrio (n=5).

Cariniana estrelensis: o alagamento levou a um acumulo de etanol

desde o inicio, que se manteve até o final do tratamento, sendo significativamente
maior que em plantas controles (p<0,05), atingindo o pico aos 19 dias. Houve,
também,‘um brusco aumento inicial na producdo de lactato (p<0,05) seguido de uma

reduc@o aos 5 dias, porém seu nivel manteve-se um pouco elevado até o final do

experimento (Figura 3.6). Ocorreu uma tendéncia de redugéo no contelido de malato
j& no inicio do alagamento que, no entanto, recuperou o valor encontrado nas
plantas controle ao final de 30 e 60 dias (Figura 3.6). Diferentemente das demais
espécies, o sistema radicular de C. estrelensis ndo foi regularmente substituido por
novas raizes, restando apenas o crescimento de raizes secundarias principalmente
proximas a superficie. Estas continuaram a produzir etanol, pouco lactato e

mantiveram os niveis de malato semelhante as plantas controle, mostrando um

79



menor controle metabdlico juntamente com uma menor capacidade de

regeneracado das raizes.

pmol.g '(PF raiz)

©
L
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Tempo (dias)
Figura 3.6 - Conteludo de etanol (*) lactato () e malato (~) em raizes de
Cariniana estrelensis alagadas. Medidas de 30 e 60 dias foram feitas em raizes

secundarias em crescimento durante o alagamento. Os valores representam a média

t erro padréo (n=4).

Pseudobombax grandifiorum: nesta espécie os conteldos de etanol,

lactato e malato foram mais variaveis, apresentando muitas oscilagGes, porém com

poucas diferencas significativas entre os tempos de tratamento, sendo sempre
semelhantes aos observados nas plantas controles. Tanto o etanol quanto lactato
apresentaram pequenas variacdes nos seus conteldos nas raizes, indicando que
ndo foram produzidos em grande escala, ou foram eliminados em grande
quantidade. Houve uma tendéncia a um acUmulo de malato, embora nao
significativa (Figura 3.7). No entanto, o sistema radicular original foi bastante

prejudicado, com poucas raizes formadas apods o alagamento.
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Figura 3.7 - Contetdo de etanol (*), lactato (M) e malato (~) em raizes de
Pseudobombax grandiflorum alagadas. As medidas de 30 e 60 dias foram feitas em
raizes secundarias em crescimento durante o alagamento (tanto regenerantes

quanto induzidas). Os valores representam a média + erro padrdo (n=4).

Discusséao:

A andlise da produgcdo de etanol, lactato e malato mostrou
comportamentos muito diferentes nas raizes das 5 espécies deste estudo. O etanol

sempre esteve presente em resposta a hipoxia do sistema radicular, embora em

quantidades e padrées extremamente diferentes entre as espécies.

Raizes de T. guianensis formadas apds o alagamento (adventicias)
mostraram um maior conteudo de etanol do que raizes pré-formadas (originais), no
entanto, apresentando uma grande reducdo apds 60 dias. Estas raizes, crescendo
na regido mais superficial da agua e sendo mais porosas, podem ter um acesso
mais facilitado ao O, e, conseqguentemente, um metabolismo aerdbico parcial,

responsavel pela redugéo nos niveis de etanol. Contrastando com T. guianensis o
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conteudo de etanol continuou elevado nas raizes adventicias e regenerantes de
P. heptaphyllum apés 60 dias de alagamento. Apesar da semelhanga na porosidade

entre as raizes adventicias de T. guianensis e as de P. heptaphyflum (Tabela 3.1),

nesta ulima o crescimento das raizes € menos superficial (Figura 32)

provavelmente com menor acesso ao Q..

Apesar de mais porosas, as raizes de T. ovata induzidas pelo alagamento
assim como as regenerantes de C. estrelensis também apresentaram maior contetdo
de etanol do que as raizes originais, embora em escala menor do que em T.

guianensis e P. heptaphyflum.

As diferencas na escala de producdo dos metabdlitos observada entre
estas espécies podem refletir diferencas de controle metabdlico ou na capacidade
de eliminagdo de etanol para o meio (ndo investigada). Dolferous et al. (1997)
sugerem que a presenca de 2 conjuntos de enzimas (codificados por genes
diferentes) da fermentacéo alcodlica (adh 1, adh 2, pdc 1 e pdc 2) em Arabidopsis,
sendo um destes constitutivo (adh 2 e pdc 2) e o outro induzido por condigcbes

hipoxicas (adh 71 e pdc 7). Como a ADH-1 tem uma atividade especifica de 10 a 20

vezes maior do que a ADH-2 (Drew et al. 1994) pode-se sugerir que a maior

producéo de etanol pelas raizes adventicias de T. guianensis, por exemplo, seja

resultado da indug&o e sintese de isoenzimas pela hipoxia, com o alagamento.

A quantificagdo de etanol por periodos prolongados de hipoxia
(alagamento) em outras espécies tem evidenciado que a manutencdo da
fermentacéo alcodlica é uma resposta comum em especies tolerantes. Joly &

Crawford (1982) observaram um acuimulo de etanol em raizes de Sebastiana
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klotzchyana por 32 dias e Joly (1994) sugeriu que grande parte do etanol é
eliminado para o meio. Mendelssohn & Mckee ( 1987) demonstraram que o aumento

na atividade da ADH em raizes de Spartina alterniflora, também tolerante ao
alagamento, esta associado a uma maior carga energetica em raizes alagadas.

Espécies rizomatosas altamente tolerantes também apresentam uma producdo de

etanol prolongada por muitos dias (Hanhijarvi & Fagerstedt 1995, Joly & Brandle 1995).

O acumulo de lactato foi consideravelmente elevado e prolongado em
T. guianensis e P. heptaphyllum, embora nesta Gltima em menor quantidade. Ja em
I. ovata e C. estrelensis houve um pico inicial seguido de uma reducdo,
principalmente em T. ovata. Raizes formadas com o alagamento, de uma maneira
geral, n&o produziram lactato, indicando um controle metabdlico diferente entre estas

raizes e as pré-formadas, principalmente em 7. guianensis e P. heptaphylium.

A produg&o e o acumulo de lactato em condigdes de hipoxia ou anoxia
sa@o frequentemente citados como uma resposta breve e imediata ao inicio do
estresse e suplantada pela posterior producéo de etanol (Smith & ap Rees 1979,

Davies 1980, 1986). No entanto, Rivoal & Hanson (1993) observaram uma producgéo
de lactato em maior proporg&o de etanol em algumas espécies de Limonium por 8

horas de hipoxia. J& a produgéo prolongada, embora em menor proporgcac que a de

etanol foi observada em rizomas de Hedychium coronarium (Joly & Brandile 1995).

O controle do pH citoplasmatico é considerado preponderante para a
sobrevivéncia em condigdes de hipoxia e anoxia (Roberts et al. 1985, Xia & Roberts
1994). O lactato tem sido apontado como o principal responsavel pela acidificacéo

(Roberts et al. 1984, 1992) e Menegus et al. (1989) observaram que espécies
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tolerantes, quando em anoxia, mostram uma razdo succinato/lactato maior do
que 1, enquanto que em espécies sensiveis esta razdo é menor. No entanto, alguns
autores tém evidenciado outras causas como o decréscimo na quantidade de ATP
(extrusao de H"), descarboxilagéo de malato, fermentagéo & alanina (Saint-Ges et al.

1991, Ricard et al. 1994, Xia & Saglio 1992, Xia & Roberts 1994).

Desta forma, a grande produg&o de lactato pode n&o ser a Unica causa
de morte do sistema radicular de T. guianensis, embora Ricard et al. (1994)
sugeriram que o acumulo de lactato sob anoxia prolongada pode ser responsavel
por muitos danos. J4, a auséncia de producéo de lactato nas raizes novas, de todas
as espeécies, sugere um controle metabdlico diferente, com a hipoxia levando apenas
a producdo de etanol, e as vezes, recuperacdo dos niveis de malato. Uma das
possiveis causas € a maior porosidade e a posicdo mais superficial destas, o que

possibilita um metabolismo aerdbico, mesmo que parcial.

A producéo de malato néo foi influenciada pela hipoxia em raizes de T.
guianensis e P. heptaphyllum, as duas espécies que mais acumularam etanol e

lactato. No entanto, respostas contrastantes foram observadas em T. ovata, que

mostrou um acumulo de malato ao longo da hipoxia, € em raizes de C. estrelensis

que mostrou uma redugdo no seu conteudo.

O acumulo de malato em resposta a deficiéncia de O, tem sido objeto
de muita controvérsia na literatura. Alguns estudos com o6rgéos excisados tém
mostrado que a anoxia ndo influencia, ou causa uma redug¢do no conteldo de
malato (Smith & Ap Rees 1979, Fan et al. 1992). Roberts et al. (1992) sugeriram

que a redugdo na concentragdo de malato pode ser consequéncia da sua
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descarboxilacdo e subsequente producdo de etanol, colaborando para a
alcalinizag&o do citoplasma. Joly (1994b) observou que plantas jovens de algumas
especies arbdéreas quando alagadas, ou seja, em condicdes de hipoxia, acumulam
malato e parte deste pode ser oxidado no ciclo de Krebs com o oxigénio difundido da
parte aerea, facilitado por alteragbes morfo-anatdmicas, e promovendo uma

producé@o de energia através da respiracdo aerdbica parcial. Esta interpretacdo pode

ser aplicada a T. ovata.

Quantificagbes por periodos mais prolongados de hipoxia ou anoxia
mostraram acumulo de etanol e lactato (mas ndo de malato) em rizomas de Acorus
calamus, uma espécie tolerante, apds 16 dias de anoxia (Joly & Brindle 1995), e de
malato em raizes de Nyssa sylvatica alagadas por um més e por um ano (Keeley
1978). Este acumulo de malato em N. syivatica apdés 1 ano, acompanhado da
redugdo no contetdo de etanol, sugere que o malato pode ser acumulado em funcéo

de outros eventos que ndo a hipoxia, como por exemplo uma alteragéo no equilibrio

ibnico (Keeley 1978).

As modificagdes morfo-anatdmicas observadas neste estudo, como

hipertrofia de lenticelas e formagdo de raizes mais porosas s&0 caracteristicas que
favorecem a difusdo de O, Alguns testes montados com plantas postas em agar
com uma substancia redutora (ditionito de sodio) e um indicador de oxidacdo (azul
de metileno) (Armstrong & Armstrong 1988) mostraram a difusdo de O, em plantulas

de T. ovata, C. estrelensis e P. grandiflorum (dados n&o apresentados).

Segundo Drew et al. (1985) o movimento de O, pode alcangar uma

distancia de até 21cm nas raizes com 10% de porosidade quando mantidas em
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hipoxia, proporcionando um grande aumento na carga energética. Em algumas

espécies de Rumex o desenvolvimento e crescimento de novas raizes laterais em
decorréncia do alagamento foram correlacionados com a capacidade de formar

aerénquima. Neste género de plantas herbaceas, espécies nao tolerantes

apresentam uma baixa porosidade (3 a 6%) quando alagadas, enquanto espécies
tolerantes ou moderadamente tolerantes apresentam 25 a 35% e 15 a 22%,
respectivamente (Laan et al. 1989). Tabebuia cassinoides, uma espécie arbérea
tolerante (cujo crescimento de plantas alagadas é maior do que de plantas ndo
alagadas) apresenta uma porosidade média de 12% em raizes formadas com o
alagamento (Kolb 1998). Nestes parametros, a porosidade observada nas plantas
alagadas deste estudo mostra-se pequena, no entanto, quando comparadas com as
raizes originais (controle) representa um aumento de mais de 100% de espacos de

ar entre as células.

Mesmo considerando-se o potencial de difusdo de 0., seu efeito foi
pouco evidenciado no metabolismo radicular das espécies neste estudo. A grande
reducdo no conteddo de etanol em raizes de T. guianensis (e parcial em T. ovata)

apds 60 dias de alagamento pode ser consequéncia de um melhor contato com o 02

pelas inumeras raizes adventicias, mais porosas e de crescimento superficial. Em P.
heptaphyllum, os grandes valores de erro padrdo observados apds 30 e 60 dias
podem refletir diferencas individuais que se ressaltam com o estresse (Fagerstedt &
Crawford 1887), com algumas plantas produzindo menos etanol do que outras, ou
com maior capacidade de eliminagdo. Segundo Armstrong et al. (1991) raizes
adventicias de crescimento superficial e de baixa porosidade, como as observadas

em 7. guianensis e P. heptaphyllum sobrevivem, em ambientes hipdxicos, pela
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exploragédo horizontal da superficie mais aerada, juntamente com a

suplementacao por algum transporte interno de O,.

Ja, em C. estrelensis e P. grandiflorum, apesar da hipertrofia de

lenticelas houve pouca formagdo de novas raizes e, embora as plantas possam
permanecer alagadas por um ano o seu crescimento € aparentemente lento
(observag&o ndo quantificada), provavelmente por serem dependentes de poucas
raizes ativas, presentes em um sistema radicular muito comprometido (Figuras 3.1 e
3.2). Entretanto, vale lembrar que a perda radial de O, pelas raizes novas, mais
porosas, é extremamente importante para melhorar a absorgdo de nutrientes e
impedir a absorcéo de fitotoxinas (Blom et al. 1990, Armstrong et al. 1994) o que

possibilita a sobrevivéncia em condi¢des de hipoxia.

Adaptacbes morfo-anatdmicas como enraizamento adventicio e
superficial e desenvolvimento de aerénquima sdo consideradas estratégias que
evitam o estresse pela falta de O, (Crawford 1989, Drew et al. 1994, Armstrong et al.
1994). Apesar destas respostas realmente serem efetivas no transporte de O,

muitas vezes este ndo satisfaz a demanda metabdlica (Mendelssohn & Mackee
1987, Huang & Johnson 19995, Lobo & Joly 1996), com a participagdo concomitante

de processos aerdbicos quanto anaerdbicos, também observada neste estudo.

Assim, as cinco espécies apresentam capacidades e investimentos
distintos durante o crescimento em solo alagado, que podem refletir, ao menos em
parte, 0 sucesso no seu estabelecimento no ambiente natural. 7. guianensis e P.
heptaphyllum s&o espécies com um grande numero de plantas estabelecidas, que

pode ser conseqléncia do seu potencial de investimento no sistema radicular. Ja, T.
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ovata embora presente em menor abundancia, ndo apresenta um
comprometimento do sistema radicular, como observado em C. estrelensis e P.

grandiflorum, as espécies menos abundantes e com pequena regeneracio.

As condicbes de crescimento das plantas influenciam o padrio de
alocacéo de recursos (Lambers & Poorter 1992), sendo que os niveis de carboidrato
séo determinados pelo balanco entre consumo na respiragdo e crescimento, acesso
as reservas armazenadas e producéo pela fotossintese (Setter et al. 1987). Uma vez
que o alagamento afeta indiretamente o desenvolvimento da parte aérea, responsavel
pela assimilacdo, e esta é dependente de muitas fungdes radiculares, torna-se
necessaria uma compreensédo das respostas da parte aérea de plantas alagadas,

objeto de estudo do préximo capitulo.
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CAPITULO IV

Efeito do alagamento no crescimento e na capacidade
fotossintética de cinco espécies arbéreas da mata de brejo da

Reserva de Santa Genebra, Campinas, SP.



Introdugio:

Muitas respostas fisiologicas da parte aérea de plantas alagadas sédo
similares as induzidas pela seca (Bradford & Hsiao 1982). Uma rapida diminuicéo da
condutancia estomatica, murchamento, diminuicdo do potencial de agua foliar,
clorose, senescéncia e abscisdo sdo caracteristicas freqlentemente observadas em
espécies herbaceas e arbdreas alagadas (Kozlowski 1984b, Kozlowski & Pallardy
1984). Estas alteracées podem ser atribuidas a diminuic&o ou parada de absorcado
de agua pelas raizes alagadas, em funcdo do aumento da resisténcia radicular ao
fluxo de agua (Kramer & Kozlowski 1960 apud Pereira & Kozlowski 1977) ou de
mudancas na superficie de absorcdo das raizes (Ramos & Kaufmann 1979,
Vartapetian & Jackson 1997). No entanto, o rapido decréscimo na condutividade
foliar observado em algumas espécies (Neuman & Smit 1991, Zaerr 1983, Else et al.
1996) ndo pode ser atribuido a alteragdes no crescimento e desenvolvimento
radicular, devendo, portanto, ser consequiéncia de mudangas na permeabilidade das
membranas das raizes (Harrington 1987). Everard & Drew (1987) sugeriram que a
anoxia no sistema radicular reduz a energia metabdlica necessaria para a

manutencao da estrutura de membrana requerida para o movimento de agua.

Embora o rapido fechamento estomatico, mesmo que parcial, seja uma
resposta freqUentemente observada em plantas alagadas, tanto tolerantes quanto
sensiveis (Pereira & Koziowski 1977, Kozlowski & Pallardy 1979, Newsome et al.
1982, Tang & Kozlowski 1982, Zaerr 1983), o seu mecanismo de controle ndo é
completamente (Kozlowski & Pallardy 1984, Else et al. 1996, Vartapetian & Jackson
1997). Muitas vezes o fechamento estomético ndo é acompanhado de reducdo do

turgor foliar (Pereira & Kozlowski 1977, Pezeshki & Chambers 1986, Harrington
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1987), e algumas espécies ndo apresentam alteracbes na condutividade hidraulica

das raizes e na condutancia estomatica quando alagadas (Harrington 1987).

Por muito tempo o fechamento estomatico em plantas alagadas foi

atribuido a um aumento na concentracdo de acido abscisico (ABA) produzido nas

raizes e transportado as folhas (Jackson 1985, Neuman & Smit 1991). A ocorréncia
de uma resposta de fechamento estomatico atenuada em mutantes com deficiéncia
na biossintese de ABA reforca este fato (Jackson & Hall 1987). No entanto, Else et
al. (1996) consideram que houve erros durante a quantificagédo de ABA em plantas
alagadas, por diversos métodos, devido & interferéncia de uma outra substancia
analoga. Estes mesmos autores detectaram a presenca de um outro componente,
ainda n&o identificado, que pode se constituir num mensageiro positivo que leve ao
fechamento estomatico. Baixos niveis de ABA em raizes hipdxicas sdo condizentes

com a necessidade de O, para a sua biossintese (Creelman et al. 1987).

Independente do seu mecanismo de controle, 0 aumento da resisténcia
foliar, indicando o fechamento estomatico, assim como a epinastia, sdo respostas
importantes que diminuem a transpiracdo, reduzindo o risco de desidratacéo e

mantendo o turgor foliar (Jackson & Kowaleska 1983, Vartapetian & Jackson 1997).

Espécies sensiveis ao alagamento tém mostrado uma incapacidade de
reassumir o funcionamento estomatico ainda sob hipoxia (Harrington 1987, Pezeshki
1993). Ja, espécies tolerantes mostram uma menor redugé&o da condutancia foliar
(Pereira & Kozlowski 1977, Pezeshki 1993) e, até mesmo, uma reabertura
estomatica durante o alagamento (Regehr et al. 1975, Sena Gomes & Kozlowski

1980, Pezeshki & Chambers 1986, Pezeshki 1993). Outra resposta considerada
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adaptativa foi observada em Ulmus americana (Newsome et al. 1982) como a

auséncia de fechamento estomatico em folhas expandidas durante o alagamento.

Contudo, com a diminuicdo da condutancia estomatica ocorre uma

reducdo na fotossintese de plantas alagadas (Regehr et al. 1975, Zaerr 1983,

Pezeshki 1993), sendo que a sua recuperagao também foi observada nas espécies
tolerantes (Zaerr 1983, Pezeshki 1993). Embora ndo muito frequente, algumas
espécies tolerantes ndo mostram redugdo da fotossintese quando alagadas

(Pezeshki & Chambers 1986).

Além da limitag&o estomatica a fotossintese pode ser inibida por uma
reducdo na capacidade fotossintética (Pezeshki 1993), constatada pela
incapacidade de exaurir o CO> intracelular. Ha evidéncias de que a deficiéncia de
citocininas nas folhas de plantas alagadas limita a regeneracédo da RUBISCO,

diminuindo a capacidade fotossintética (Bradford & Hsiao1982, Bradford 1983).

Bjérkman & Powles (1984) sugeriram que o fechamento estomatico
contribui para o declinio na fotossintese em situagGes de estresse hidrico de curta

duragdo, enquanto a inibicdo ndo estomatica seria o principal fator em plantas

Sujeitas a estresse hidrico prolongado. Esta inibicdo pode ocorrer por um blogueio na

atividade do fotossistema Il (PS ) e concomitante desacoplamento da fotofosforilacZo.

A analise da fluorescéncia da clorofila tem sido uma ferramenta muito
utilizada para avaliar aspectos da fotossintese, constituindo-se num método
quantitativo, n&o invasivo, permitindo o estudo de folhas intactas (Van Kooten & Snel

1990). Uma vez que muitos fatores de estresse afetam o funcionamento do PS Il, a
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fluorescéncia da clorofila a pode ser usada como uma ferramenta para quantificar a

resposta ao estresse (Bolhar-Nordenkampf & Oquist 1993).

O conceito de tolerancia ao alagamento ndo é exercido com critérios

bem estabelecidos na literatura. Fraxinus pennsylvanica, uma espécie arborea

considerada tolerante ao alagamento, apresenta necrose e absciso foliar e reducgéo
na incorporacédo de matéria seca quando alagada experimentalmente (Sena Gomes
& Kozlowski 1980). No entanto, apresenta a capacidade de reassumir o

funcionamento estomatico apds 15 dias de alagamento (Pezeshki & Chambers 1986).

Joly & Crawford (1982) adotaram a capacidade de incorporacédo
significativa de matéria seca apés um periodo de 30 dias de alagamento como
critério para a tolerancia ao alagamento. Estes autores observaram que espécies
que n&o ocorrem em areas sazonalmente alagadas sdo sensiveis & saturacdo

hidrica do solo, ndo apresentando crescimento significativo.

A redugdo na incorporacéo de matéria seca pode ocorrer, muitas vezes,
em func&o da abscisdo das folhas e deterioracdo do sistema radicular, o que nao

impede a sobrevivéncia das plantas mesmo apds longos periodos de alagamento.
Ja Tabebuia cassinoides surpreende pelo fato de apresentar um maior crescimento

das plantas alagadas em relacéo as crescidas na capacidade de campo (Kolb 1998).

Considerando que o alagamento afeta drasticamente o sistema radicular
de T. guianensis e de P. heptaphyllum, levando a sua completa substituicdo por
novas raizes, e ocasiona a morte com pouca reposicéo das raizes em C. estrelensis
e P. grandiflorum, enquanto ndo compromete muito o sistema radicular de 7. ovata

(Capitulo Hll) pode-se esperar que as respostas apresentadas pela parte aérea das
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plantas destas 5 espécies sejam, também, diferenciadas uma vez que estas podem

ser indiretamente influenciadas pelas fungdes radiculares, principaimente quanto a

condutividade hidraulica.

S&o objetivos deste capitulo avaliar a capacidade de incorporagédo de
matéria seca de plantas de 5 espécies arbdreas submetidas ao alagamento do
sistema radicular e analisar as respostas fotossintéticas através da avaliacdo das

trocas gasosas de CO; e agua e da emiss&o de fluorescéncia da clorofila a do PS Il

Material e métodos:

Antes do inicio dos experimentos buscou-se determinar a melhor
condi¢do de luz para o crescimento das plantas sem limitar a assimilacdo e sem
proporcionar um excesso que pudesse levar a fotoinibicdo, uma vez que estas
crescem, naturaimente, no ambiente sombreado das matas de brejo. Assim, foram
realizadas curvas de resposta a luz em 3 plantas de cada espécie (uma folha por
planta) crescidas em casa de vegetacdo, para a avaliagdo do ponto de saturagéo a
luz. As curvas foram realizadas com o auxilio de telas tipo clarite e sombrite que

atenuavam a radiagéo solar incidente nas folhas, € as medidas foram tomadas apds
curtos periodos de aclimatacdo. Desta forma pode-se constatar que com uma
densidade de fluxo de fotons fotossinteticamente ativos (PPFD) de aproximadamente
400 umol.m?s” obtinha-se a taxa maxima de assimilaggdo que foi observada
mesmo com 800 umol.m?.s™ (o valor maximo testado), para todas as espécies. Isto
levou a colocagéo de uma tela sombrite adequada sobre as bancadas, e a monitorar
valores de PPFD entre 400 e 600 pmol.m?s” para as medidas de trocas gasosas

durante o experimento de alagamento das plantas.
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Curvas de andamento didrio foram realizadas antes do inicio do
alagamento em 3 plantas por espécie (uma folha por planta) para verificar se
alguma apresentava depressdo na taxa de assimilacdo durante o periodo da
manha. Assim pode-se propor uma seqiéncia de espécies para as medidas de

trocas gasosas, ao longo do experimento, sendo T. ovata, C. estrelensis, P.

heptaphyilum, P. grandifiorum e T. guianensis.

O efeito da saturagdo hidrica do solo no crescimento das plantas foi
analisado através de alagamento artificial em casa de vegetacdo, nas mesmas

condigbes descritas no Capituio il

Crescimento: Antes de iniciar o experimento, foi separado um lote homogéneo de
cada espécie (com 6 meses de idade, em média) para a quantificacdo da massa de
matéria seca no inicio e apds 30 e 60 dias de tratamento (controle e alagado, 6
plantas por tratamento). A massa de raizes, caules e folhas foi analisada

separadamente, apds secagem em estufa a 80° por 5 dias.

Fotossintese: As medidas das trocas gasosas foram realizadas com sistema de

medic&o portatil IRGA (infra-red gas analyser, ADC, modeio LCA 4,Gra-Bretanha),
que possui sensores que permitem a monitoragéo de parametros como PPFD,

temperatura do ar € da folha e a umidade relativa do ar. A folha intacta foi mantida
em uma camara que promove um fluxo de entrada e saida de ar, através de uma
ventoinha, e a posterior leitura comparativa da concentracédo dos gases CO, e vapor
d'agua. Par@metros como assimilacdo de CO,, condutancia estomatica ao vapor de
agua, transpiragéo, entre outros, sdo diretamente fornecidos pelo programa que

acompanha o equipamento.



O efeito do alagamento sobre o comportamento fotossintético foi
avaliado através de medidas das trocas gasosas em 5 plantas controle e 5 plantas
alagadas de cada espécie (uma folha por planta, sendo esta a Ultima completamente

expandida), apds 0, 2, 5, 11, 23, 34, 37, 44 e 60 dias de tratamento. As medidas

foram feitas a partir das 9 horas da manha, guando ja havia luz suficiente para a
saturagdo fotossintética, com niveis de PPFD entre 400 e 600 umol.m‘z.s”, obtendo-

se valores representativos da taxa maxima de assimilag&o de uma folha por planta.

A avaliagéo da emissdo da fluorescéncia da clorofila a foi realizada
com um medidor de fluorescéncia com modulagdo de amplitude de pulso, o PAM
2000 (Walz, Alemanha). As folhas foram temporariamente mantidas a uma distancia
e angulo constantes da fibra dtica de leitura, com o auxilio de clipes foliares que
acompanham o instrumento. As medidas foram realizadas durante o amanhecer,
nas plantas utilizadas para as trocas gasosas, nos mesmos tempos de tratamento.
Estas medidas realizadas ao amanhecer permitem a quantificac&o da fluorescéncia
minima (Fo) e maxima (Fm) quando todos os centros de reacao do PS Il estdo
abertos, e permitem o célculo da fluorescéncia variavel, Fv, (Fv = Fm-Fo) (Van

Kooten & Snel 1990). A partir dos valores de Fm e Fv tem-se a razdo Fv/Fm que

atua como um indicativo da eficiéncia fotoquimica do PS Il (Kitagima & Butler apud

Kéniger et al. 1995, Bjérkman & Demmig 1987).

Analise estatistica: a incorporacédo de matéria seca é analisada através da ANOVA
seguida de teste de Tukey (5%). J&, os parametros relativos a fotossintese, ou seja,
assimilagédo de CO,, condutancia estomatica e Fv/Fm s&o comparados pela média +

o intervalo de confianca a 95% (Zar 1984).
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Resuitados:

Crescimento:

O alagamento por 30 dias praticamente ndo afetou a incorporacédo de

matéria seca nas 5 espécies (Tabela 4.1). Observou-se uma reducdo na massa
seca de raizes de T. guianensis, que porém nio diferiu das plantas controle. Com
este periodo de alagamento somente C. estrelensis mostrou um aumento

significativo (p<0,05) em relagdo a sua massa inicial, tanto nas plantas controle

quanto nas alagadas (Tabela 4.1).

Um efeito mais acentuado foi observado ao final de 60 dias de
alagamento na massa seca de raizes de T. guianensis e P. heptaphyflum, que foram
significativamente menores que de plantas controle (p<0,05) tanto em decorréncia
do enegrecimento ¢ morte de todo o sistema radicular, substituidos por raizes
adventicias e regenerantes, respectivamente (Capitulo Ill, Figura 3.2), quanto pelo
maior crescimento observado nas plantas controles. Esta reducdo na massa seca
de raizes resultou em uma menor massa seca de plantas alagadas destas duas
especies em relacéo as controles (p<0,05). Assim, ao final de 60 dias as diferencas

foram evidentes principaimente no desenvolvimento do sistema radicular, que fo

comprometido em todas as espécies, exceto em T. ovata (Tabela 4.1 e Capitulo I,

Figura 3.2) , e ndo avaliado em C. estrelensis.

A incorporacdo de matéria seca em caule foi semelhante entre plantas
controle e alagadas em todas as espécies, enquanto que em relagdo as folhas,
somente P. heptaphyllum apresentou uma menor massa final (Tabela 4.1), devido a

abscisdo de algumas folhas, que ndo foi uma resposta freqiientemente observada
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Tabela 4.1 - Massa de matéria seca de 5 espécies de mata de brejo apés 30 e 60

dias de crescimento em condicées de capacidade de campo e de alagamento. Os

valores representam a média + erro padréo (n =6, n =4 para Talauma ovata).

Massa de Matéria Seca (g)
Tapirira Protium Talauma Cariniana Pseudobombax
TRATAMENTO gquianensis heptaphyilum ovata estrelensis grandifiorum
RAIZ
Inicio  2,01+025 b 096007 b 047= 004 b 076+032 a 027+003 c
30d. controle  212+0,15 b 161+014 b 057+ 004 b 146+057 a 098+0,01 ab
30d. alagado 1,28 + 6,15 b 1.01+011 b 047:006 b 117+027 a 0,36=005 bc
60d. controle  4,08+037 a 234+028 a 0,86 +0,07 a 1,16 +0,29 a
60d. alagado 1,18+0,15 b  0,98+0.10 b 0,66 + 0,06 ab 0,63 £0,15 abc
CAULE
Inicio 077+009 ¢ 053+007 b 022+001 b 033+005 ¢ 0,19+0,02 b
30d. controle  1,29+008 b  099+0,08 a 034+002 b 053+0,04 b 048+005 a
30d. alagado  122+0,02 bc 087+0,08 ab  041+0,07 ab 084+006 a 0,36+004 ab
60d. controle  1,87+019 a 1,180,117 a  040+0,07 ab 0,54 £0,07 a
60d. alagado 154 +0,12 ab  092:0,10 ab 0,57 £0.05 a 0,58 +0,08 a
FOLHAS
Inicio  2,08+024 a  1,18+007 b 044+003 a 079+014 b 041003 a
30d. controle  228+014 a  129+013 ab 059+004 a  1.20+0.08 ab 0,38+0,09 a
30d. alagado 222:0,12 a 1,10+006 b  0,53+007 a 125+010 a 0,43+008 a
60d. controle  301+0,30 a 1,76+021 a 0,68+0,10 a 0,54 +0,09 a
60d. alagado 235+0,32 a  0,90+0,08 b 0,62+0,08 a 0,56+0,12 a
PLANTA
Inicio 487:054 b 268:016 b  113+005 b 188+ 031 b 0,88+0,05 b
30d. controle  569+027 b  390+023 b  1,50+004 ab 318+ 035 a 1,84+0,22 ab
30d alagado  4,74+026 b 298+023 b 141+015 ab 324+024 a 1,15+0,13 b
60d. controle  899+074 a  530:061 a 1,96+022 a 225+039 a
60d. alagado  506+05 b 280+022 b 184+015 a 1,77 +0,34 ab

As letras diferentes em cada tratamento, por espécie, representam diferencas

significativas pelo Teste de Tukey (anova - 5%).
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A iniciagdo e expanséo foliar ndo foram inibidas pelo alagamento. Assim ao final de
60 dias (30 para C. estrelensis) a grande diferenca de massa entre plantas controle

e alagadas foi principaimente devido ao comprometimento do sistema radicular

(Tabela 4.1).

Fotossintese:

Plantas alagadas apresentaram uma tendéncia de reducdo da
assimilagdo de CO, em todas as espécies apresentando, em média, 50 a 70% do

valor observado nas plantas controles (Figura 4.1).

T. guianensis mostrou uma maior tendéncia de redug¢do na assimilacéo
de CO até o décimo dia de tratamento (Figura 4.1a). Devido a algum tipo de doenca
que afetou algumas plantas alagadas assim como outras que nao estavam em
tratamento, as medidas nao foram realizadas sempre na mesma folha. No entanto,
mesmo apos a quedas das folhas houve iniciagc&o foliar tanto nas plantas controle
como alagadas. Apds o vigésimo terceiro dia observou-se uma tendéncia de
recuperacdo em algumas plantas observada pelos menores desvios e por uma

elevacdo na média (Figura 4.1a).

P. heptaphyllum, T. ovata e P. grandiflorum mostraram uma certa
capacidade de recuperar o valor da assimilagédo de CO,, uma vez que ao final do
alagamento o valor médio foi proximo ao de plantas controles. Diferentemente das
demais espécies, C. estrelensis apresentou uma redugéo significativa da
assimilacdo de CO, a partir do vigésimo terceiro dia, ndo apresentando capacidade
de recuperacéo até o final do experimento, com as plantas alagadas apresentando

uma menor assimilagao de CO, do que plantas controle (Figura 4.1d).
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Figura 4.1 — Assimilacdo de CO, em plantas controle e alagadas de 5 espécies
arbéreas da mata de brejo da Reserva de Santa Genebra, Campinas, SP. (@):
plantas controle, (ll): plantas alagadas. Os valores representam a média + intervalo
de confianca a 95% (n=3 plantas para 37 dias, n=4 para 43 e 60 dias e n=5, para os

demais tempos, 1 folha por planta). a: Tapirira guianensis, b: Protium heptaphyllum,
¢: Talauma ovata, d: Cariniana estrelensis, e: Pseudobombax grandifiorum.
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A transpiracdo (os dados n&o estdo sendo apresentados) e a
conduténcia estomatica ao vapor dagua (Figura 4.2) sofreram reducgdes
semelhantes a assimilacdo de CO; nas plantas alagadas, embora outros fatores

interferiram também na condutancia de plantas controle, que se mostrou variavel.

Valores de umidade relativa do ar variaram entre 35 e 60% ao longo do experimento,
sendo, provavelmente uma das razbes. Apesar dos grades desvios observados, P.
heptaphyllum, T. ovata e P. grandiflorum apresentaram, ao final do experimento,
uma condutancia estomatica média semelhante a das plantas controle, enquanto 7.
guianensis e C. estrelensis continuaram a apresentar a tendéncia de valores abaixo

dos observados no inicio do experimento.

Plantas controle apresentaram valores de Fv/Fm, ao amanhecer, entre
0,77 e 0,82, exceto C. estrelensis que chegou a mostrar valores um pouco menores
(Figura 4.3). De uma maneira geral o alagamento ndo reduziu os valores de Fv/Fm
em plantas de 7. guianensis, P. heptaphyllum e C. estrelensis (Figura 4.3a,b,c,d).
Ja plantas alagadas de P. grandiflorum apresentaram valores de Fv/Fm
significativamente menores que o de plantas controles, a partir de 10 dias de
tratamento até o final do experimento (Figura 4.3e). Embora esta reducéo seja

significativa em relacdo as plantas controles, os valores permaneceram ao redor de

0,75, acima da média observada para plantas de 7. guianensis, T. ovata e C.

estrelensis.

Quando a avaliacdo dos valores de Fv/Fm foi feita nas folhas iniciadas
e expandidas durante o alagamento, observou-se que somente C. estrelensis
apresentou valores significativamente menores do que o observado em folhas novas

de plantas controles (Figura 4.3), enquanto nas demais espécies estes valores foram
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Figura 4.2 — Condutancia estomatica ao vapor d’dgua em plantas controle e
alagadas de 5 espécies arbéreas da mata de brejo da Reserva de Santa Genebra,
Campinas, SP. (#): plantas controle, (#): plantas alagadas. Os valores representam
a média + intervalo de confianca a 95% (n=3 plantas para 37 dias, n=4 para 43 e 60
dias e n=5 para os demais tempos, 1 folha por planta). a: Tapirira guianensis, b:
Protium heptaphylium, c: Talauma ovata, d: Cariniana estrelensis, e: Pseudobombax

grandiflorum.
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Figura 4.3 — Eficiéncia fotoquimica do PS il (Fv/Fm) em plantas controle (#) e
alagadas (@) de 5 espécies arbéreas da mata de brejo da Reserva de Santa
Genebra, Campinas, SP. Os valores representam a média + intervalo de confianca a
95% (n=5 plantas, uma folha por planta). O Ultimo ponto, ao final de 60 dias,
representa o valor observado em folhas expandidas durante o experimento (indicado

pela seta).
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semelhantes aos controles, inclusive em P. grandifiorum que mostrou valores

reduzidos nas folhas ja presentes.

Embora C. estrelensis tenha mostrado valores de Fv/Fm semelhantes

entre plantas controle e alagadas ao longo do experimento, com uma tendéncia

de redugdo somente apods 45 dias, aparentemente esta foi a especie mais
comprometida pelo alagamento. Isto pode ser observado pela reducdo dos valores
de Fv/Fm em folhas formadas com o alagamento (Figura 4.3d), e que apresentaram
um tom de verde mais claro e com o passar do tempo (permanéncia das plantas

alagadas apos o encerramento do experimento), assumindo uma cor mais parda.

Plantas controle de P. grandiflorum apresentaram os maiores valores
de Fv/Fm ao amanhecer, sempre superiores a 0,8. O alagamento reduziu levemente
os valores de Fv/Fm, que se mantiveram praticamente acima de 0,75, enquanto

folhas formadas com o alagamento foram semelhantes as controie (Figura 4.3e).

Assim, de uma maneira geral, as folhas de P. heptaphyllum foram as
menos afetadas e as de C. estrelensis as mais comprometidas. 7. ovata e P.
grandiflorum mostraram uma redugdo do Fv/Fm seguido de recuperacdo e uma
Capacidade de aclimatagédo das folhas expandidas durante o alagamento, com
maiores valores de Fv/Fm. Embora a analise de T. guianensis possa ter sido um
pouco influenciada pelo provavel ataque de aigum patdgeno, foi a espécie que mais
produziu folhas novas. Apds o encerramento do experimento as plantas de todas as
espécies foram mantidas alagadas e assim permaneceram por mais 8 meses sem

que ocorresse alguma mortalidade.
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Discussao:

O principal efeito do alagamento na incorporagcdo de matéria seca em
plantas de T. guianensis, P. heptaphyllum, T. ovata, C. estrelensis e P. grandiflorum

foi uma drastica redugdo na massa das raizes (exceto em T. ovata). Esta reducao foi

consequiéncia da morte das raizes secundérias e até da raiz principal, como no caso
de T. guianensis. Ao final de 60 dias de alagamento, o enegrecimento das raizes
originais foi evidente em todas as espécies, exceto T. ovata. No entanto, todas foram
Capazes de formar novas raizes, principaimente T. guianensis, P. heptaphylium e T.

ovata e/ou manter o crescimento de poucas raizes secundarias originais.

Contudo, a resposta fisiolégica mais rapidamente observada nas
plantas alagadas foi a diminuigdo da condutancia estomética e da assimilacdo de
CO,, j& apbs o primeiro dia de alagamento, comumente observada em outras
espécies (Pereira & Kozlowski 1977, Kozlowski & Pallardy 1979, Newsome et al.
1982). A alteracdo na permeabilidade da membrana das raizes &, provaveimente, a

causa desta rapida redugao da condutancia estomatica (Harrington 1987).

Murchamento foliar ndo foi observado em qualquer espécie neste

estudo em consequéncia do alagamento. Este fato, aliado a diminuigdo da

transpiracdo (dados ndo apresentados) reforcam o ponto de vista de que a
diminuicdo da condutancia estomatica reduz o risco de desidratacdo e mantém o

turgor foliar (Jackson & Kowaleska 1983, Vartapetian 1997).

As novas raizes formadas com o alagamento sdo mais porosas do que
as originais (Capitulo Ill, Tabela 3.1), o que possibilita a difusdo de O, e a oxidagio
da rizosfera, assim como a manutencdo de um metabolismo radicular aerdbico,

mesmo que parcial.
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O grande desenvolvimento e crescimento das raizes adventicias em T.
guianensis e P. heptaphyllum observadas apos 30 e 40 dias coincidem com a
tendéncia de recuperagdo da condutancia estomatica observada ao final do

experimento. No entanto, outros fatores podem estar envolvidos, uma vez que a

condutancia de plantas controle também aumentou em T, guianensis, mas néo em
plantas controle de P. heptaphyllum. Deste mesmo modo, pode-se sugerir que
plantas de C. estrelensis mantiveram baixos valores de condutancia estomatica em
fungéo da pequena massa de raizes vivas e, portanto, funcionais quanto & absorcéo

de agua, assim uma reducéo da transpirac&o diminui o risco de desidratacéo.

A auséncia de uma mortalidade acentuada das raizes de plantas
alagadas de T. ovata também justifica a manutenc¢éo da condutancia estomatica
praticamente constante ao longo do experimento. Juntamente com a sobrevivéncia
das raizes, a hipertrofia de lenticelas j& foi pronunciada apos 11dias. Assim, pode-
se sugerir que a difusdo de O, as raizes pode manter um metabolismo aerobico,
parcial e a manutencdo da condutancia estomatica, que foi muito baixa mesmo nas

plantas controle.

Como ja mencionado no Capitulo 11, plantas de P. grandiflorum quando

alagadas apresentam um enraizamento superficial formado por raizes induzidas
pelo alagamento, brancas, mais espessas e retilineas, de maneira irregular. No
entanto, estas raizes foram mais constantes durante o experimento de fotossintese,
e podem estar correlacionadas com a manutencdo dos valores de condutancia
estomatica semelhante ao de plantas controles. Embora nao seja possivel
correlacionar efetivamente o inicio do crescimento de novas raizes, ou a sua

auséncia, com a recuperacdo ou n3o da abertura estomatica, este comportamento ja
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foi observado para algumas espécies (Sena Gomes & Kozlowski 1980). A
importancia da presenga de O para a abertura estomatica também foi verificada por

Zaerr (1983) através da atenuacéo do efeito do alagamento com a aerac&o da agua.

O alagamento reduziu a condutancia estomatica € a assimilagdo de

CO; em todas as espécies porém nao a valores inferiores a 50% do observado nas
plantas controle. Redug¢des mais drasticas foram observadas para espécies
sensiveis (Pezeshki 1993). Portanto, muitos estudos t&m mostrado que a extensdo
com a qual a atividade estomatica e fotossintética respondem ao alagamento é
importante em determinar o grau de tolerancia da especie (Regehr et al. 1975,

Pereira & Kozlowski 1977, Pezeshki & Chambers 1986, Pezeshki 1993).

A avaliacdo da eficiéncia fotoquimica do PS Il mostrou que o
alagamento afetou muito pouco os valores de Fv/Fm, indicando gue com 60 dias de
alagamento praticamente ndo houve danos nos centros de reacao. Somente C.
estrelensis apresentou folhas expandidas durante o alagamento com valores de
Fv/Fm significativamente menores do que as plantas controle. Esta reducado nos
valores de Fv/Fm, indicando danos no centro de reag&do do PSII, da assimilagdo de

CO2 e da conduténcia estomatica, assim como a formacéo de folhas com uma

colorag@o mais parda, parecem indicar uma menor tolerancia desta espécie que, no

entanto, tambem resiste a longos periodos de alagamento.

A avaliag&o da eficiéncia fotoquimica do PSII n&o tem sido utilizada em
plantas submetidas ao alagamento. A maioria dos estudos com espécies arbéreas
tropicais s&o voltados a fotoinibicdo em plantas submetidas a grandes intensidades
luminosas (Langenheim et al. 1984, Kamaluddin & Grace 1992, Mulkey & Pearcy

1992, Lovelock et al. 1994). Estes estudos tém mostrado que para espécies tipicas
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de ambiente sombreado quando crescidas em pleno sol, o periodo entre o fim da

tarde e 0 amanhecer n&o ¢ suficiente para a recuperacéo dos danos causados pelo

excesso de luz e temperatura durante o dia.

Assim, nas plantas alagadas, caso a diminuigdo na condutancia

estomatica seja suficiente para limitar a quantidade de CO,, a ser reduzido, causando
danos pelo excesso de absorgdo de energia, as cinco espécies deste estudo foram
Capazes de efetuar mecanismos de reparo destes danos, ndo chegando a

apresentar sinais de fotoinibigdo.

De uma maneira geral o alagamento do sistema radicular influencia o
comportamento da parte aérea levando a abscisdo de poucas folhas em P.
heptaphyllum e P. grandiflorum, reduzindo a abertura estomatica e a assimilacdo de
CO; em todas as espécies. No entanto estes efeitos ndo impediram o crescimento
das plantas enquanto alagadas que, exceto pelo comprometimento do sistema
radicular de T. guianensis e P. heptaphyllum, apresentaram um incremento de

matéria seca semelhante ao de plantas controle.

Contudo, pode-se sugerir que a tolerancia ao alagamento pode ser
conferida pela capacidade de crescimento ou sobrevivencia durante a hipoxia do

sistema radicular. Caracteristicas que favorecam a absorgdo de agua assim como a
assimilagédo de CO; e a incorporagdo de matéria seca sdo essenciais. Vale lembrar
que no subosque da mata as condigbes de luz sdo limitadas para as plantulas e,
desta forma, em condi¢cdes de crescimento limitadas, dependentes de aberturas
ocasionais no dossel, a capacidade de manutencéo independente do crescimento é

fundamental para a sobrevivéncia.
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Consideracdes Finais



A saturagdo hidrica do solo e a consequente limitagdo de oxigénio
imposta as sementes e aos 6rgdos subterrdneos influencia a dinamica de

populagbes e comunidades em areas sujeitas ao alagamento (Streng et al. 1989,

Jones et al. 1994, Kubitzki & Ziburski 1994, Scarano et al. 1997).

Nas matas de brejo a dispersdo das sementes durante a estacdo
chuvosa representa um desafio a ser vencido: ou a espécie deve ser capaz de
germinar em condigcdes limitadas de oxigénio ou a germinacéo fica restrita a
disponibilidade de micro-sitios favoraveis, isto é, a por¢cdes de solo ndo alagado. A
producdo macica de frutos, como observada para T. guianensis e P. heptaphyilum,
proporcionando o recrutamento de um grande ndmero de plantas aumenta a
probabilidade espacial de chegada das sementes nestes locais favoraveis. Ja, a

frutificacdo por periodos mais prolongados aumenta a probabilidade temporal de

chegada das sementes aos micro-sitios.

A auséncia de frutificacdo de C. estrefensis e P. grandiflorum durante o
periodo de estudo denota uma irregularidade de investimento na frutificac&o. Este fato

aliado a baixa disponibilidade de piantulas sugere a auséncia de frutificagéo por longos

periodos, um baixo recrutamento ou, ainda, recrutamento seguido de alta mortalidade.

Surpreendentemente, apesar da ocorréncia das espéecies em um
ambiente de solo hidricamente saturado durante boa parte do ano, inclusive com a
dispersdo das sementes no periodo em que o lengol freatico esta mais superficial,
sob condigbes experimentais as sementes ndo germinam guando submersas. O
elevado acumulo de etanol nos periodos iniciais de tempo, somado a gquantidade

~ deste encontrada na solugdo que continha as sementes, assim como o acumulo de
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lactato, evidenciam uma grande atividade de respiragdo anaerobica, acompanhada
da auséncia de germinagdo. Considerando-se a baixa producéo de ATP pela via

fermentativa, pode-se sugerir que ocorreu uma exaustdo de substrato respiratério,

uma vez que a concentracdo de aclcar soltvel € muito pequena nas 3 especies
avaliadas, gerando energia insuficiente para completar o processo de germinagéo.
Outra possibilidade seria a auséncia de germinagdo em fungé&o de algum efeito

prejudicial do acumulo de etanol e ou lactato, ou ainda problemas com a reaeragéo.

No entanto, em condigdes naturais a fiutuagdo do lencol freatico pode expor
as sementes a condigdes intermitentes de hipoxia, permitindo que o contato com o Oz
seja maior do que sob as condigbes experimentais, gerando a energia necessaria
para a protrusdo da radicula. Em condicbes mais extremas de saturac&o hidrica, seja
espacial ou temporalmente, a capacidade de manutencédo da viabilidade apos embebicdo

em hipoxia e anoxia é de fundamental importancia, e critica para espécies sensiveis.

Assim, a extrema tolerancia de algumas espécies como Inga affinis
(Lieberg & Joly 1993) e Sesbania virgata (Okamoto 1995) de germinar e crescer

enquanto submersas, a tolerancia limitada de algumas espécies e a néo tolerancia

da grande maioria, determinam a composi¢ao floristica de menor diversidade nas

matas higrofilas (Leitédo Filho 1982).

Embora as sementes das 5 espécies estudadas ndo germinem quando
submersas, as plantulas, por sua vez, s&o tolerantes a inundag&o por periodos
prolongados de tempo. De uma certa forma, isto representa um conflito entre
semente e plantula (Schupp 1995) uma vez que as condigbes apropriadas para

germinacdo e estabelecimento sdo divergentes. No entanto, a capacidade que
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algumas espécies apresentam de manter a viabilidade das sementes embebidas em

condi¢Ges de hipoxia possibilita a sua ocorréncia nos ambientes propensos a inundaggo.

Embora haja uma aparente aceitagdo de uma dicotomia entre

respostas anatbmicas e metabolicas constituindo diferentes estratégias adaptativas
de plantas submetidas ao alagamento (Crawford & Brandle 1996), uma combinacao
destas & encontrada em espécies arbdreas tropicais (Joly 1991, Lobo & Joly 1995) e

foi observada para todas as espécies neste estudo.

T. guianensis, a espécie mais abundante (dentre as cinco) na area de
estudo, investe macica e irregularmente na producéo de frutos, que estdo maduros e
s&o dispersos no periodo chuvoso. Embora sob condicSes laboratoriais as sementes
néo germinaram sob hipoxia, na mata ha o estabelecimento de muitas plantulas.
Quando alagadas experimentalmente o sistema radicular é degenerado, provaveimenteﬁ
em fungéo do grande acumulo de lactato, sendo completamente substituido pela
formacgao e crescimento de raizes adventicias, precedida da hipertrofia de ientkiceias.
Estas raizes séo mais porosas e com o acesso ao O, facilitado, uma vez que sdo
mais superficiais, apresentando, entdo, um controle metabodlico diferenciado das
raizes originais, com um menor acumulo de etanol e lactato. O desenvolvimento
destas raizes adventicias possibilita a continuidade da absorcdo de agua, assim
como de outras fungdes radiculares, evitando consequéncias como murchamento e
senescéncia foliar. Desta forma a fotossintese é mantida e a incorporacdo de

matéria seca entre plantas controle é semelhante a das alagadas.

P. heptaphyllum, também dispersa suas sementes durante o periodo

em que o solo esta mais alagado, também apresenta o estabelecimento de muitas
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plantulas apesar da auséncia de germinagdo sob condigdes hipdxicas
experimentais. Como em T. guianensis, a frutificagdo é irregular com produgao
macica de sementes. Quando as plantas sdo alagadas também ocorre morte do
sistema radicular que € substituido por novas raizes, aigumas adventicias de menor
crescimento e muitas regenerantes, desenvolvidas a partir da raiz principal ou das
secundarias, de grande crescimento. Estas novas raizes também s&o um pouco
mais porosas do que as originais, no entanto, o inicio do seu desenvolvimento €
posterior ao observado em T. guianensis. De forma semelhante & observada em T.
guianensis as novas raizes de P. heptaphyllum n&do acumulam lactato embora o
acumulo de etanol permaneca elevado. Uma possivel razdo seria a sua posicao
menos superficial, 0 que n&o explica, porém, a auséncia de acumulo de lactato,
sugerindo, portanto, um controle metabdlico diferenciado. Estas diferencas podem
estar associadas a diferencas na atividade de isoenzimas (Dolferous et al. 1897) que
podem ser induzidas pela hipoxia (ANP — proteinas anaerobicas). Apesar do
comprometimento das raizes originais, restando poucas raizes saudaveis apos 30
dias de alagamento, assim como da formag&o mais tardia das novas raizes (também

por volta de 30 dias), a tendéncia de redugéo na assimilagéo de CO: foi de 50% em

relagdo ao valor inicial, no entanto mantendo-se semelhante as plantas controle.

T ovata apresenta respostas completamente diferentes. Embora esta
espécie frutifique anualmente, com produg@o de muitos frutos com muitas sementes
por fruto, ndo se observa a formacdo de um “tapete’ de plantulas como em T
guianensis e em P. heptaphyllum. A auséncia de germinagdo em hipoxia !
superada pela disperséo de suas sementes no periodo mais seco. Quando as

plantas s&o alagadas também ocorre a hipertrofia de lenticelas e o sistema radicular
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nao & muito prejudicado, ocorrendo a morte de poucos &pices radiculares, que
coincide com um menor nivel de acumulo de etanol, e somente um acumulo
temporario de lactato, contrastando grandemente com T. guianensis e P.

heptaphyilum. A difusdo de O; da parte aérea ao sistema radicular & possivel

(Lobo & Joly 1995) e pode colaborar para uma menor producao e acumulo de
etanol. Apesar da manutencdo do sistema radicular em boas condicdes, da
formac&o de novas raizes mais porosas e da difusdo de O» da parte aérea as raizes,
observou-se uma tendéncia da média de assimilagéo de CO; nas plantas alagadas

ser menor do que nas controles.

C. estrelensis e P. grandiflorum também apresentaram uma
irregularidade na frutificacdo, com a dispersdo de suas sementes ocorrendo no
periodo mais seco. Ambas as espécies apresentaram um acumulo de lactato nas
sementes mantidas em hipoxia e anoxia, caracteristica ndo observada nas demais
espécies. Com o alagamento das plantas ocorre a hipertrofia de lenticelas, a morte
do sistema radicular progressiva com o tempo mas com uma formacdo de novas
raizes ocorrendo de maneira irregular entre as plantas. Houve acimulo de etanol e

lactato nas raizes de C. estrelensis, também em menores quantidades que em T.

guianensis e P. heptaphyllum, enquanto P. grandifiorum mostrou oscilagGes na
quantidade dos metabdlitos ndo observada nas outras espécies. C. estrelensis
apresentou, ainda, uma redug&o significativa na assimilacdo de CO» com tendéncia
de recuperagéo ao final do experimento. Ja P. grandifiorum foi a espécie capaz de
manter a maior taxa de assimilacdo de CO, nas plantas alagadas, sendo estas

levemente menores do que as das plantas controle.
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Assim, respostas metabdlicas e fisioldgicas, como producédo de etanol
e lactato, fechamento estomatico, por exemplo, s&o rapidamente observadas em
plantas alagadas, tanto em espécies sensiveis como em tolerantes. Ja, as respostas

morfo-anatomicas requerem um tempo maior porém, apds a sua ocorréncia, muitas

vezes ha uma reducdo dos efeitos causados pelo estresse e uma conseqlente
recuperacdo no desenvolvimento das plantas, uma vez que estas facilitam o acesso
ao Oz e o metabolismo passa a ser, ao menos parcialmente, aerdbico. Nestas
condigbes o crescimento de plantas tolerantes ndo é comprometido, enquanto que
espécies sensiveis muitas vezes n3o somente s&o incapazes de crescer, como

sofrem altas taxas de mortalidade quando alagadas.

Nas florestas sujeitas & saturac&o hidrica do solo ha, ainda, muitos outros
fatores que podem levar a mortalidade, e muitas vezes a sobrevivéncia das plantulas no
sub-bosque sombreado ocorre em detrimento do seu crescimento. Neste sentido a
manutencdo do sistema radicular ativo ou a regeneracdo de novas raizes é de
fundamental importancia, e neste estudo estas respostas foram observadas nas espécies

com maior numero de plantas jovens como T. guianensis, P. heptaphyllum e T. ovata.

Apesar das 5 espécies ocorrerem no mesmo ambiente de mata de

brejo, e com abundancias diferentes, nio foi possivel identificar um padrdo de
resposta que constituisse em uma estratégia Unica de tolerancia. Talvez estudos mais
detalhados e aprofundados mostrem que as solugbes necessarias para a sobrevivéncia
€ 0 crescimento sejam poucas mas que, no entanto, podem ser consequéncia de
comportamentos metabdlicos, fisioldgicos efou morfo-anatdomicos diferentes. Por
exemplo, a manutengdo de uma carga energética elevada pode ser consequéncia de

difus&o de O, ou da capacidade de manter uma fermentacao ativa.
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