INSTITUTO NACIONAL DE PESQUISAS DA AMAZONIA - INPA
UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS - UFAM

CONTEUDO DE TOCOCROMANOIS EM ESPECIES
ARBOREAS DE VARZEA DA AMAZONIA CENTRAL
SOB CONDICOES CONTROLADAS

ASTRID DE OLIVEIRA WITTMANN

Tese apresentada ao Programa Integrado
de Pos-graduagdo em Biologia Tropical e
Recursos Naturais do convénio
INPA/UFAM, como parte dos requisitos
para obtengdo do titulo de Doutor em
CIENCIAS BIOLOGICAS, area de
concentracdo em BOTANICA.

Manaus, AM

2007



INSTITUTO NACIONAL DE PESQUISAS DA AMAZONIA - INPA
UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS - UFAM

CONTEUDO DE TOCOCROMANOIS EM ESPECIES
ARBOREAS DE VARZEA DA AMAZONIA CENTRAL
SOB CONDICOES CONTROLADAS

ASTRID DE OLIVEIRA WITTMANN

Orientadora: Dra. Maria Teresa Fernandez Piedade

Co-orientador: Dr. Wolfgang Johannes Junk

Tese apresentada ao  Programa
Integrado de Pds-graduagao em Biologia
Tropical e Recursos Naturais do
convénio INPA/UFAM, como parte dos
requisitos para obtencdo do titulo de
Doutor em CIENCIAS BIOLOGICAS,

area de concentracdo em BOTANICA.

Projeto INPA/Max-Planck de Cooperagao Brasil-Alemanha

Manaus, AM

2007



WR832 Wittman, Astrid de Oliveira

Conteudo de Tococromanois em Espécies Arboreas de Varzea da Amazonia Central
sob Condi¢des Controladas/Astrid de Oliveira Wittmann. — Manaus: [s. n.], 2007.
126 p. 1 il.

Tese (doutorado) — INPA/UFAM, Manaus, 2007

1. Tococromanois 2. a-tocoferol 3. Fluorescéncia da clorofila a. 4. Espécies arboreas
5. Varzea 6. Vitamina E. 1. Titulo.

CDD 634.95

Sinopse:

Anualmente espécies arboreas de Florestas Inundaveis da Amazonia Central sofrem
estresse por alagamento durante longo periodo. No presente estudo foi realizado um Sceening de
vitamina E para 19 espécies arboreas de varzea de modo a relacionar o poder antioxidante da
vitamina E a posi¢do ocupada pelas plantas no ambiente natural. Foi realizado ainda um
experimento testando situacdes potencialmente estressantes de inundagdo artificial, supressdo de
luz e seca em trés espécies sempre verdes, para medir tococromanois, fluorescéncia de clorofila,
anatomia da ldmina foliar e manutencéo, perda e produgdo de folhas sob as condigdes controladas.
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RESUMO

Com mais de 1.000 espécies arboreas registradas, as florestas de varzea sdo as
florestas inundaveis mais diversas do mundo. A vegetacdo inundavel que coloniza estes
ambientes esta inserida em um gradiente de diferentes niveis de inundagao, que definem
habitats desde permanentemente aquaticos, nas cotas mais baixas, até totalmente terrestres,
nas cotas mais altas. Nestas areas, a inundacdo anual média ¢ de 10 m, entretanto, pode
alcancar até 15 m de altura, o que, conforme a altura de relevo considerada, corresponde a
um tempo de inundagao que chega a 270 dias por ano.

No presente estudo foi realizado um Screening de vitamina E para 19 espécies
arboreas de varzea, de modo a relacionar o poder antioxidante da vitamina E a posicao
topografica ocupada pelas plantas no ambiente natural. Trés espécies Perenifolias foram
escolhidas para experimento em condi¢des controladas em camaras climaticas: Garcinia
brasiliensis, Laetia corymbulosa e Pouteria glomerata. As condi¢des experimentais foram:
1) inundagdo artificial gradativa associada a supressao de luz por 120 dias, 2) escuro por
120 dias e 3) seca (umidade relativa de 45% + 5%). Os parametros investigados foram: o
conteudo de tococromandis, a fluorescéncia de clorofila a, a anatomia foliar ¢ a
manutengao, a perda e a producao de folhas. Os resultados mostraram que o reservatorio
de a-tocoferol estd mais relacionado a taxa de crescimento das espécies do que a posicao
das plantas no gradiente de inundagdo em ambiente natural. O latex de G. brasiliensis
possui 7 das 8 formas de vitamina E existentes. No experimento de cadmaras climaticas, as
maiores taxas de a-tocoferol encontradas foram nas plantas do tratamento seca e da casa de
vegetacao. A espécie G. brasiliensis mostrou grande conteudo de d-tocotrienol, sendo este
o segundo registro deste composto ocorrendo naturalmente em folhas. A razdo Fv/Fm da

fluorescéncia de clorofila a em nenhum dos tratamentos decresceu abaixo de 0,5. As
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plantas do tratamento seca ao atingirem valores um pouco abaixo de 0,6 perderam suas
folhas. A anatomia das folhas das trés espécies mostrou diferengas quando comparadas
plantas inundadas por 120 dias com plantas de casa de vegetacdo. A seca se mostrou, para
os parametros analisados, o tratamento de maior impacto sobre as plantas, enquanto que
sob inundagdo artificial as plantas se mostraram altamente tolerantes, mantendo as folhas
durante todo o experimento. Em todas as situagcdes potencialmente estressantes, testadas
para as trés espécies, as plantas mesmo mostrando estratégias distintas, conseguiram
sobreviver e mostraram rapidez de recuperacdo ao sair das condigdes experimentais

impostas.

ABSTRACT

With more than 1,000 registered tree species, Amazonian white-water (varzea) forests are
the most species-rich floodplain forests worldwide. The floodplain vegetation colonizing
such environments is subjected to a gradient of different levels of inundation, which define
habitats from permanently aquatic, at the lowest positions, to almost terrestrial at higher
positions. Annual flooding in these forests may reach the height of 15 m, although its mean
amplitude is of 10 m, which corresponds to an inundation period of trees of up to 270 days
per year.

The present study investigated the content of E Vitamins in leaves of 19 common tree
species of Amazonian varzea in order to test for the relation between the antioxidant
properties of E Vitamins and the occurrence of tree species along the flooding gradient.
Three evergreen species were selected to perform experiments in climatic chambers,
Garcinia brasiliensis, Laetia corymbulosa and Pouteria glomerata, under the following

experimental conditions: 1) gradual artificial inundation associated with light suppression,
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2) darkness, and 3) drought (relative humidity = 45% + 5%); all of them over a 120 days
period. Investigated parameters were: the content of tococromanols, chlorophyll
fluorescence, leaf anatomy, and flushing and shedding of leaves. The results show that the
a-tocoferol concentration relates primarily to the growth rate of the species rather than
their position at the flooding gradient in the natural environment. The latex of G.
brasiliensis presented 7 of the 8 existing forms of E vitamins. Plants subjected to drought
and plants that were located in the greenhouse showed the highest concentrations of a-
tocoferol. G. brasiliensis was characterized through very high d-tocotrienol concentrations,
constituting the second record ever described in literature pointing out the occurrence of
this E-vitamin in plant leaves. The Fv/Fm ratio of chlorophyll fluorescence never declined
below the threshold of 0,5. When the Fv/Fm ratio of the species subjected to drought
approached to values slightly below 0,6, the species shed their leaves. After 120 days of
flooding, leaf anatomy of individuals of all the investigated species was different from that
of individuals located in the greenhouse. From all potencially stressful conditions, drought
demonstrated the highest impact, while under artificial inundation plants were highly
tolerant, keeping their leaves all over the experimental period. Although using different
strategies, the three tested species survived the potentially stressful conditions without
major problems, recovering themselves efficiently after suppressing the experimental

conditions.

ZUSAMMENFASSUNG

Mit mehr als 1,000 taxonomisch beschriebenen Baumarten sind amazonische Weillwasser-
(varzea) Uberschwemmungswiilder die artenreichsten Uberschwemmungswilder welweit.

Die Vegetation dieser Uberschwemmungsgebiete unterliegt Gradienten verschiedener
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Uberschwemmungshdhe und -dauer, von permanent aquatisch in topographisch tief
gelegenen Bereichen bis nahezu terrestrisch in den topographisch hoch gelegenen
Bereichen. Die periodische Uberschwemmung kann Hoéhen bis zu 15 m erreichen, im
Durchschnitt betrdgt die Amplitude zwischen Hoch- und Niedrigwasser 10 m, was einer
jahrlichen Uberschwemmungsdauer von Biumen von bis zu 270 Tagen pro Jahr entspricht.
Die vorliegende Arbeit untersucht den Gehalt an Vitamin E in Blittern von 19 Baumarten
amazonischer varzea-Walder. Es wird gepriift in welchem Zusammenhang die Menge des
antioxidierenden Vitamin E mit der natiirlichen Verbreitung der jeweiligen Baumart
entlang des Flutgradienten steht. Drei immergriine Arten, Garcinia brasiliensis, Laetia
corymbulosa und Pouteria glomerata wurden weiterhin ausgewéhlt um Experimente unter
kontrollierten Bedingungen in Klimakammern durchzufiihren. Die zu testenden
Bedingungen hierbei waren: 1) graduelle kiinstliche Uberschwemmung und damit
einhergehende Lichtverminderung, 2) absolute Dunkelheit, und 3) Trockenheit (relative
Luftfeuchte = 45% = 5%); alle Bedingungen induziert {iber einen Zeitraum von 120 Tagen.
Es wurden folgende Parameter untersucht: Gehalt an  Tocochromanolen,
Clorophyllfluoreszenz, Blattanatomie, sowie Blattproduktion und -abwurf. Die Resultate
zeigen, dass die Konzentration von a-Tocopherol in Bléttern eine enge Beziehung zur
Wachstumsrate der jeweiligen Baumart aufweist. Keine signifikante Beziehung konnte
dagegen zwischen dem o-Tocopherol-Gehalt und der natiirlichen Verbreitung der Art
entlang des Flutgradienten erfasst werden. Der Latex von G. brasiliensis weist 7 von 8
moglichen Formen von Vitamin E auf. Pflanzen mit induziertem Trockenstress und
Pflanzen im Gewichshaus wiesen die hochsten a-Tocopherol-Konzentrationen auf. G.
brasiliensis wies dagegen hohe Konzentrationen von d-Tocotrienol auf, diese Form von
Vitamin E wurde erst einmal als natiirlicher Bestandteil einer Pflanze nachgewiesen. Trotz

dem Aussetzung der Pflanzen unter andauernd stresshafte Bedingungen sank die Fv/Fm
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Ratio der Chlorophyllfluoreszenz in keinem Fall unter den Schwellenwert von 0,5.
Vielmehr kam es vor allem bei den unter Trockenstress unterworfenen Arten zur
Blattseneszenz wenn sich die Fv/Fm Ratio Schwellenwerten von etwas weniger als 0,6
anndherten. Nach 120 Tagen andauernder Uberschwemmung war insbesondere die
Blattanatomie der iiberschwemmten Pflanzen gegeniiber den Gewaichshauspflanzen
verdndert. Von allen potenziell stresshaften Bedingungen hatte der Trockenstress die
gewichtigste Auswirkung auf die untersuchten Baumarten, demgegeniiber erhielten die
Arten beispielsweise ihre Blatter unter Submersion und Dunkelheit selbst {iber den
Zeitraum von 120 Tagen. Alle Baumarten iiberlebten die induzierten stresshaften
Bedingungen ohne groflere Schiadigung, und wiesen kurze Zeit nach Beendigung der

Experimente ein effiziente Rekuperation auf.



1. Descri¢cio do Ambiente e Objetivo do Trabalho

1.1 Descricio do Ambiente

A 4gua ¢ o fator preponderante na paisagem amazonica (Junk 1980), inundando
vastas areas marginais aos rios e as florestas a eles associados. Dentre as florestas
periodicamente inundaveis, a varzea ¢ o tipo mais comum na Amazoénia (Prance 1980). Ela
ocorre ao longo de todos os principais rios de agua branca, o que, de acordo com Junk
(1993), corresponde na regido amazodnica brasileira a uma area de cobertura de cerca de
200.000 km?, dois tercos da area total das planicies inundaveis.

Uma caracteristica especifica das areas inundaveis amazonicas que as distingue das
demais ¢ sua inundagdo periddica, que promove mudangas devido a existéncia de uma fase
aquatica e uma fase terrestre ao longo do ano (Junk 1984, Junk & Welcomme 1990).

Pires & Prance (1985) classificaram a vegetagdo inunddvel em 7 diferentes tipos,
com base no periodo de inundag¢ao, coloragdo da adgua e tipo de solo e definiram as varzeas
como florestas periodicamente inundaveis por rios de agua branca e os igapds como as
florestas periodicamente inundaveis por rios de aguas pretas ou claras, embora, na
Amazonia Central, a varzea seja um dos tipos de florestas mais representativos segundo
estes autores.

As florestas de varzea sdo as florestas inundaveis mais diversas do mundo, com
mais de 1000 espécies arboreas (Wittmann et al. 2006). A vegetagdo inundavel que
coloniza estes ambientes estd inserida em um gradiente de diferentes niveis de inundagao,
que definem habitats desde permanentemente aquaticos, nas cotas mais baixas, até
totalmente terrestres, nas cotas mais altas (Junk 1989). Nestas areas, a inundagdo anual
média € de 10 m (Junk 1989), entretanto, pode alcangar até 15 m de altura (Junk & Weber
1996), o que, conforme a altura de relevo considerada, corresponde a um tempo de
inundacdo que chega a 270 dias por ano (Wittmann et al. 2002, 2004).

Nas areas alagaveis ha um grande numero de espécies de arvores altamente
tolerantes a inundacao (Junk 1989), entretanto o comportamento fisioldgico de cada
espécie varia de acordo com a sua posi¢ao e o nivel de inundagdo no gradiente (Revilla
1981, Worbes 1992, Parolin 1996). De acordo com Junk et al. (1989) e Wittmann & Junk
(2003), cada planta tem uma posi¢do o0tima no gradiente de inundacdo, todavia, isto pode

ser modificado por véarios fatores, tais como estabilidade, estrutura e fertilidade do



substrato, nivel do lencol freatico e processos biogénicos, especialmente acumulagdo de
material orgénico, fixacdo de nitrogénio e competi¢do intraespecifica.

Na regido amazonica, muitos trabalhos tém sido realizados em florestas inundaveis
considerando populacdes ou comunidades vegetais de individuos adultos, na maioria das
vezes definidos como arvores com DAP (didmetro a altura do peito) > 10 cm. Estes
trabalhos enfocam diversos aspectos, tais como: distribui¢do e caracteristicas estruturais e
floristicas (Ducke & Black 1953, Rodrigues, 1961, Takeuchi 1962, Prance 1979, Pires &
Prance 1985, Junk 1989, Ferreira 1991, Revilla 1991, Worbes et al. 1992, Klinge et al.
1995, Wittmann et al. 2002); acompanhamento sazonal da fenologia (Ferreira 1991,
Ziburski 1991, Parolin 1996, Maia 1997, Oliveira 1998, Wittmann & Parolin 1999,
Schongart et al. 2002) e anatomia, fisiologia e idade (Worbes et al. 1992, Parolin 1996,
Maia 1997, Waldhoff et al. 1998).

Poucos trabalhos tém sido realizados focalizando a regeneracdo florestal,
abrangendo arvores com DAP < a 10 cm e maiores que 1 m de altura (Worbes 1986,
Colonnello 1990, Ayres 1993, Nebel et al. 2001, Wittmann & Junk 2003), bem como nas
fases iniciais de desenvolvimento das espécies, assim considerado o estagio de plantulas. E
importante ressaltar que tomar como base unicamente os individuos adultos para explicar a
distribuicdo e a resposta de todas as classes de tamanho das arvores pode levar a graves
erros, porque muitos dos processos que afetam a distribui¢do, estrutura e dindmica de uma
populacdo ou comunidade podem ocorrer muito cedo na vida da planta (Li et al. 1996,
Zagt & Werger 1998).

Muitos autores tratando da regeneragdo arbdrea em florestas neotropicais citam que
a composicao de espécies e a densidade de individuos jovens variam consideravelmente
em resposta a diferencas nas condigdes ambientais em pequena escala e pela competigao
de espécies (Denslow 1980, Brunig 1983, Bongers et al. 1988). Em contraste com a terra
firme, onde as necessidades da regeneracdo dos estagios iniciais de sucessdo estdo ligados
principalmente a exigéncia de luz das plantulas em clareiras (Budowski 1965, Bazzaz &
Pickett 1980, Whitmore 1990). A inunda¢do ¢ considerada como o fator mais limitante
para o estabelecimento dentro das areas inundaveis (Junk ef al. 1989, Klinge et al. 1990,
Puhakka & Kalliola 1993), sendo a estrutura e a composi¢do de juvenis na varzea
fortemente relacionada a altura e duragdo da inundagdo anual. Por isso, a diversidade de
espécies nas florestas de varzea ¢ menor do que na terra firme, provavelmente também em
fun¢cdo da impossibilidade do estabelecimento das plantulas antes da subida das aguas

(Ayres 1993).



1.2 A Sucessao em Ambientes de Varzea

Para as florestas de varzea da Amazdénia Central, Worbes et al. (1992)
estabeleceram um padrao de sucessao relacionando tempo aproximado de desenvolvimento
dos estagios com a idade das arvores. Segundo a classificagdo dos autores, o primeiro
estagio ¢ caracterizado por grupos monoespecificos de espécies pioneiras como A/chornea
castaneifolia e Salix martiana. Estas dominam as margens dos rios, com idades que
chegam a 10 anos. Este estagio ¢ seguido por espécies secundarias iniciais, como as do
género Cecropia que atingem a idade de 10 a 30 anos. Posteriormente, como secundarias
tardias, ocorrem espécies que podem alcangar idades de 20 a 60 anos, estagio
caracterizado por Crataeva benthamii e Pseudobombax munguba, com individuos que
podem atingir de 60 a 100 anos de idade. Esta ultima espécie seria a representante da
transi¢ao entre o estagio sucessional das secundarias tardias e o estagio climax. A presenca
de arvores de Piranhea trifoliata, espécie que chega a idade de 300 a 400 anos, representa
uma tipica floresta climax. Worbes (1997) ressalta ainda que ao longo do gradiente de
idade a diversidade aumenta continuamente de grupos monoespecificos a estandes com
mais de 100 espécies ha'. Entretanto, o trabalho desse autor descreveu as etapas
sucessionais em sitios onde s6 ocorria varzea baixa, e nao levou em consideragdo as cotas
de inundagdo. Complementando esses estudos, Wittmann et al. (2002) mostraram que a
varzea alta ¢ um estagio bem caracteristico, no qual existe uma transi¢ao de espécies, desde
espécies restritas a varzea, até algumas comuns na terra firme e nunca encontradas nas
varzeas baixas. Assim, ha nestes ambientes um estagio também considerado como climax
de varzea alta, onde a diversidade encontrada ¢ maior do que nas demais Aareas
investigadas.

Além do gradiente de idade que mostra as substituicdes de espécies ao longo de
cada estagio sucessional, ¢ importante lembrar as cotas de inundagdo as quais as espécies
estdo sujeitas ao longo do ano, em fun¢do do relevo, independente do seu estagio, ja que

este fator que pode limitar a existéncia de muitas das espécies (Wittmann et al. 2002).

1.3 Importéancia das Florestas de Varzea

A varzea ¢ um ambiente importante tanto do ponto de vista ecoldgico, quanto

econdmico para a regido amazonica. Os frutos, sementes, folhas, invertebrados e outros



itens sdo a principal fonte tréfica que sustenta a biota aquatica. A entrada de material
aloctone no sistema aquatico sustenta uma grande biomassa de peixes que € capturada para
consumo humano (Barthem 2001).

Além disso, a producdo de madeira na Amazodnia ¢ 1/5 da produgdo nacional, e
grande parte desta producao ¢ retirada da varzea (Higuchi et al. 1994). Segundo Klenke &
Ohly (1993), na Amazonia brasileira e peruana 60 a 90% da produgdo local de madeira
vém de ambientes inundados.

Neste contexto, estudos de crescimento de plantulas, bem como informagdes
ecoldgicas e fisiologicas de espécies de varzea, sao fundamentais para contribuir com

projetos que visem a conservacao ¢ o manejo de areas florestais na varzea.

1.4 Implicacées dos Fatores Ambientais para a Vegetacio

As plantas terrestres superiores sao organismos obrigatoriamente aerobicos,
entretanto, a inundag@o ou a submersao, reduz a troca de gases entre os tecidos vegetais e a
atmosfera, porque os gases, em particular o oxigénio, t€m uma difusdo 10.000 vezes menor
na agua do que no ar (Armstrong 1979).

A principal conseqiiéncia de um solo inundado ¢ a rapida diminui¢do na
concentragdo de oxigénio, porque microorganismos e plantas submersas consomem o
oxigénio disponivel ocasionando uma baixa taxa de difusdo na agua (Kozlowski &
Pallardy 1984). O oxigénio ¢ vital no centro de geracdo de energia das células, e sua
presenca ou auséncia determina a atividade metabolica e a producao de energia, pois este €
um elemento requerido em diversas vias bioquimicas e na formacdo de esterdis e acidos
graxos (Dennis et al. 2000).

E importante distinguir entre inundag¢do completa, inundagio parcial e saturagio do
solo. Normalmente as injurias causadas pela inundagdo ocorrem apenas com a saturagao do
solo, mas as plantas conseguem sobreviver. Entretanto, quando a inundacdo ¢ total
(submersao) a maioria das plantas morre (Gill 1970).

Enquanto a anaerobiose esta sendo estabelecida como o principal fator de injarias
em caso de saturacdo do solo e inundacdo parcial (por baixa inundagao), fatores como
intensidade de luz e interferéncia na fung¢do estomatal também sdo criticos quando a
inundagdo ¢ alta e cobre completamente as plantas (Gill 1970).

Vale lembrar que, mesmo o solo estando completamente alagado, pode nio estar

ocorrendo a falta completa de oxigénio (anoxia), pois podem ocorrer concentragdes



consideraveis de O, nas camadas proximas a superficie da agua, possibilitando, desta
forma, que as plantas sobrevivam nestes ambientes (Kozlowski 1984). Contudo, na regido
amazonica a duracdo da inundacdo e a profundidade da coluna de agua a qual as plantas
das florestas de varzea estdo sujeitas ¢ em média 6-7 m (Wittmann et al. 2002, 2004), o
que torna impossivel a retirada de oxigénio da superficie da agua.

Com a finalidade de responder questdes sobre tolerancia a inundagdo periddica,
alguns trabalhos tém sido feitos com espécies da regido amazodnica, no campo, durante a
fase aquatica, ou por meio de inundagdo artificial, no caso de estudos que seriam dificeis

de se realizar em condi¢des naturais.

1.5 Efeito da Inundacao Natural

Em estudo com Macrolobium acaciifolium no ambiente natural, em florestas de
varzea e de igapo, a espécie foi acompanhada sob inundacdo parcial no inicio da fase
aquatica por Schliiter & Furch (1992), que verificaram o desenvolvimento de lenticelas e,
paralelamente, a respira¢do das raizes decresceu a valores muito baixos, e apds poucos dias
a respiragdo aumentou abruptamente alcancando o nivel maximo apods 50 dias de
inundacao. Durante este periodo, a energia do metabolismo ¢ obtida por vias anaerobicas, o
que pode ser detectado pelo aumento das concentragdes de etanol, lactato, alanina e malato
nas raizes. Entretanto, a producdo de etanol, alanina e lactato resultam em um ganho direto
de energia, ¢ a funcdo da sintese de malato ¢ provavelmente atuar como um sumidouro
para o CO; excessivo. O decréscimo na respiragao apos 50 dias de inundagdo indicou que a
via anaerdbica de energia para esta espécie foi apenas uma solugdo transitoria.

Fernandez-Corréa & Furch (1992) analisaram a tolerancia a inundagdo em folhas de
espécies de duas florestas que sempre inundam, uma em aguas pretas, igapd, outra em
aguas brancas, varzea. Os parametros observados foram: o potencial da agua, analises
microscopicas e medidas de fotossintese nas espécies Symmeria paniculata e Bonafousia
muricata. O potencial de 4gua das folhas que ficaram inundadas durante meses foi o
mesmo observado para folhas recém brotadas durante a fase terrestre. Os estdmatos sao
protegidos da infiltragdo de agua por uma vasta cera epicuticular, por vestibulos profundos
e/ou altas células em coroa, mas, o ar detido nos vestibulos dos estomatos possibilita,
mesmo em baixo da 4gua, uma pequena taxa de fotossintese quando a densidade da

corrente dos quantas ¢ adequada. Em resumo, a fotossintese embaixo da agua ¢



possibilitada por um mecanismo de troca de gases que os autores chamaram de “respiragao
de plastrao reversa”.

Algumas observagdes do ponto de vista fisioldgico e anatdmico que servem para
produzir um sistema de bloqueio ao estresse resultante da deple¢do de oxigénio foram
feitas por Schliiter et al. (1993) em raizes de plantulas de Astrocaryum jauari, notadamente
a producdo de tecido aerenquimatoso. Contudo, o mecanismo pelo qual o transporte do ar
das raizes para a parte aérea da planta esta se processando, ainda permanece desconhecido.
Esta espécie ocorre tanto na varzea quanto no igapo.

Em 11 espécies comuns em varzea e igapd Waldhoff et al. (2002) analisaram a
morfologia e anatomia foliar e encontraram caracteristicas descritas como coreaceas e/ou
xeromorficas, como por exemplo, células grandes na epiderme, paredes celulares
exteriores da epiderme espessas, cuticula espessa, parénquima esponjoso compacto com
alguns pequenos espacos intercelulares, estdmatos aprofundados na epiderme, feixes
vasculares transcorrentes envolvidos por forte cinto esclerenquimatico. Sete das onze
espécies mostraram alto grau de esclerofilia, o que sugere que estas espécies podem
experimentar estresse hidrico no ambiente. Aparentemente manter folhas submersas ndo
requer adaptagdes anatdmicas ou morfoldgicas adicionais.

Waldhoft (2003), analisou a estrutura interna de folhas maduras de 6 a 11 meses de
idade, de 23 espécies arboreas comuns a varzea e ao igapd da Amazonia Central, por meio
de microscopio de varredura. As espécies diferenciaram-se no seu comportamento foliar
(perenifolias e deciduas) assim como no destino das folhas submersas (manté-las ou ndo).
Como no estudo anterior de Waldhoff et al. (2002), as folhas de todas as espécies
apresentaram varias caracteristicas descritas na literatura como xeromorficas. Nao foi
encontrada uma tendéncia que pudesse diferenciar as espécies perenifdlias das deciduas
quanto a anatomia e morfologia foliar, assim, como nao foi encontrada diferenca entre
folhas de varzea (rica em nutrientes) e de igapd (pobre em nutrientes). Como folhas
xeromorficas e/ou coredceas sdo o padrdo tipico para florestas tropicais, as estruturas
encontradas neste estudo ndo foram consideradas pelo autor como adaptagdes a condig¢do

de inundagao.

1.6 Efeito da Inundacgao Artificial

Dentre os trabalhos realizados para avaliar os efeitos da inundacao de plantulas em

areas inundaveis da regido amazodnica, destacam-se Coutinho & Struffaldi (1971), que



realizaram experimentos observando a resisténcia de sementes e plantulas de Parkia
auriculata a submersdo. As plantulas quando submersas pararam quase que completamente
de crescer, mas permaneceram vivas mesmo apds sete meses de submersao, enquanto que
as plantulas controle cresceram cerca de 4,4 cm por més.

Ao estudar a germinagdo e o crescimento de plantulas de uma espécie arborea tipica
de terra-firme Parkia pendula, Scarano & Crawford (1992) submeteram plantulas com um
més de idade a duas condi¢des de inundagdo: a) total e b) até o nivel do solo. Foram
utilizadas 10 plantulas por tratamento. Sob inundacdo parcial as plantulas cresceram
apenas durante as primeiras trés semanas e, cinco semanas depois de retiradas da
inundacao, subseqiientemente todas morreram. Também neste estudo a submersao cessou o
crescimento das plantulas. Quando completamente submersas, as plantulas morreram apos
trés semanas de tratamento. Isto demonstra que tal espécie seria incapaz de colonizar um
ambiente periodicamente inundavel como a varzea ou o igapd que, por sua vez, sao
colonizados por outra espécie do género Parkia.

Com a finalidade de observar o efeito da inundagdao em espécies abundantes da
Amazoénia Central, Waldhoff & Furch (1998) escolheram espécies de diferentes estagios
sucessionais: Cecropia latiloba e Senna reticulata (pioneiras), Crataeva benthamii,
Psidium acutangulum, Pseudobomabax munguba, Vitex cymosa e Symmeria paniculata
(ndo pioneiras). Estas espécies foram submetidas, durante 5 meses, a condi¢cdes normais
(controle), seca, inundagdo do sistema radicular e submersdo da planta inteira. Sob
condi¢des de seca as plantas diminuiram o crescimento, mas todas mantiveram as folhas
saudaveis. As plantas sob inundagdo parcial mostraram vdarias adaptagdes: nas primeiras
semanas C. latiloba e S. reticulata mostraram grande formacgao de lenticelas hipertrofiadas;
apos muitas semanas C. latiloba e C. benthamii demonstraram o fendmeno de dimorfismo
do caule (turgescéncia do caule na superficie da agua). As espécies C. latiloba, S.
reticulata e C. benthamii formaram raizes adventicias, que cresceram muito rapido em um
curto espago de tempo, e entre 2 a 3 meses havia um enorme tapete de raizes. As plantas
totalmente submersas perderam as folhas, mas langcaram novos brotos tdo logo voltaram as
condi¢des normais. Comparando os cloroplastos das folhas que ficaram submersas por uma
semana com o controle, em C. benthamii, os autores concluiram que ¢ muito provavel que
a fotossintese ocorra em baixo da 4dgua, pois seu contetido de amido foi relativamente alto,
e ndo houve deformacdes das grana, nem do sistema lamelar. Neste experimento a
fotossintese mostrou-se teoricamente possivel por um suficientemente alto fluxo de

quantum (acima de 10pmol m?s™).



Para a espécie Nectandra amazonum, Waldhoft et al. (2000) compararam medidas
de fluorescéncia da clorofila a sob diferentes condicoes em camaras climaticas controladas.
Esta espécie foi monitorada em 5 condi¢des hidrologicas diferentes: 1) controle (200 mL
agua/dia), 2) inundagdo ao nivel do solo, 3) parcialmente inundada (20-30 cm de
inundacao), 4) completamente inundadas e 5) seco (50 mL &gua/dia). Nesta espécie nao
houve indicio de dano no aparato fotossintético em quaisquer dos tratamentos e o valor
minimo da razdo Fv/Fm foi observado nas plantas sob inundagao total: 0,66, ficando acima
do valor descrito em literatura para danos reversiveis (< 0,5).

Parolin (2001a) submeteu plantulas de seis espécies de varzea e seis espécies de
igapd a inundacdo experimental. Os resultados mostraram que as espécies de varzea
produziram respostas morfologicas, como raizes adventicias e lenticelas, perderam e
produziram folhas; ja as espécies de igap6 ndo produziram alteragdes morfoldgicas e as
plantulas nao perderam as folhas. Ao final da inundagdo a taxa de crescimento aumentou
para as 12 espécies e as que estavam inundadas recuperaram o crescimento em altura
alcancando o mesmo tamanho das plantas controle entre 5 a 12 semanas. O crescimento
em altura foi maior nas seis espécies de igapd, com valor médio de 64,1 cm, enquanto que
para as espécies de varzea esse valor foi de apenas 10,4 cm. Segundo o autor isso se deve
ao tamanho das sementes que nas espécies de varzea tinham em média 0,5 g e nas espécies
de igap6 29,5 g; assim, espécies com sementes grandes produzem plantulas com maior
potencial de crescimento. Todavia, o maior incremento de biomassa foi encontrado nas
espécies pioneiras de varzea, Cecropia latiloba ¢ Senna reticulata.

Em experimentos com 120 dias de inundagdo artificial em plantulas de
Himatanthus sucuuba realizados por Ferreira (2002), as adaptacdes produzidas por
plantulas provenientes de sementes de varzea e de terra firme foram comparadas. Os
resultados revelaram alteragdes na anatomia, morfologia e atividade da enzima alcool
desidrogenase (ADH). O alagamento parcial induziu a formacao de raizes adventicias e
lenticelas hipertrofiadas, assim como a atividade da ADH que foi semelhante nas plantulas
dos dois ambientes. As plantulas que se encontravam sob inundagdo total formaram
grandes aerénquimas, mas os caracteres morfoldgicos externos ndo mostraram alteracdes;
ja as plantulas da terra firme mostraram acentuado decréscimo na atividade da ADH a
partir do trigésimo dia de inundacdo. Nestas plantas, ao final do experimento, a taxa de
mortalidade foi de 100%. As plantulas de varzea sobreviveram até o final do experimento e
nelas foram encontrados os maiores valores da atividade de ADH, valores estes que

permaneceram altos até o final do experimento.



Em estudo com a mesma espécie Himatanthus sucuuba, Ferreira (2006), analisou a
tolerancia de plantulas de sementes oriundas da varzea e da terra firme, quanto a saturacao
hidrica do solo. A elevada resisténcia da espécie a anoxia foi associada a disponibilidade
de acticares soliveis em suas raizes, onde as concentracdes de glucose, frutose e sacarose
foram mais elevadas nas raizes das plantulas das populagdes da varzea. Contudo, em
ambas as populacdes (varzea e terra firme), foram encontradas concentragdes elevadas de
sacarose no tratamento controle, com posterior redu¢do deste agucar durante o periodo
alagado. Estes resultados indicam que H. sucuuba ¢ uma espécie que se previne das
alteracdes nas condigdes ambientais, sendo que essa prevengdo ocorre de maneira mais

efetiva na populagdo da espécie que coloniza a floresta de varzea.

1.7 Sistema Antioxidante

No gradiente de inundagdo, durante o inicio de descida das aguas, enquanto uma
arvore tem apenas parte de seu tronco inundada, as plantulas ainda estdo completamente
submersas. Quanto menor ¢ sua altura, mais prolongado ¢ o tempo de submersdo, quanto
maior a submersdo maior o tempo de exposi¢do a condi¢des de hipoxia ou andxia (Junk
1989, Parolin 1998).

O déficit de oxigénio induz em varias espécies de plantas a diminuicdo das taxas
metabolicas, mecanismos de remog¢ao de produtos toxicos, oxidagdes enddgenas e sintese
de enzimas adaptativas para, entre outros, preservar a integridade das membranas dos
efeitos dos produtos finais do metabolismo anaerébico (Crawford 1978, Crawford &
Braendle 1996). E sabido que a integridade da membrana celular durante a falta de
oxigeénio estd entre os fatores chaves para a sobrevivéncia das plantas. Sob condi¢des de
anoxia o decréscimo na integridade da membrana ¢ um sintoma de injaria. A sintese de
lipidios ¢ dependente de energia e dificilmente pode ocorrer sob condi¢des de anoxia.
Assim, a preservagdo dos lipidios da membrana ¢ a forma mais eficiente de manter as
membranas funcionais (Blokhina et al. 2003).

Oxidagdes endogenas levam a formacdo de radicais livres, que podem levar a
peroxidagdo dos lipideos nas membranas, o que € um processo metabolico natural sob
condi¢des normais, mas, sob condi¢des de estresse, pode se transformar em um processo
destrutivo. A severidade deste processo pode levar a morte celular e conseqlientemente a

destrui¢do dos tecidos (Crawford 1978, Jordao Jr. et al. 1998, Blokhina 2000).
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O radical livre ¢ um atomo ou molécula que contém um ou mais elétrons nao
pareados que apresentam alto poder de reagdo com outras moléculas. Utiliza-se também o
termo espécies reativas de oxigénio (ERO), coletivo que inclui ndo somente radicais de
oxigénio como o radical superéxido (O, hidroxila (OH), ou oxigénio singleto ('O,), mas,
também alguns derivados nao radicalares, como o perdxido de hidrogénio (H,O;). As
ERO, especialmente OH e 1Oz, sdo altamente reativas ¢ na auséncia de mecanismos
protetores podem causar dano na estrutura e fungdo das células (Asada 1994, 1999).

O estresse oxidativo tem sido definido como um distirbio no estado de equilibrio
no sistema de pré-oxidantes e antioxidantes, nas células intactas. Esta defini¢ao implica no
fato de que a célula deve ter um sistema onde exista um equilibrio entre a producao e a
eliminagdo de ERO durante o metabolismo aerdbico normal (Jordao Jr. et al. 1998).

Dependendo da quantidade de ERO formadas e da severidade da peroxidagao dos
lipideos, as células podem responder de trés formas diferentes: a) indugdo de sintese de
antioxidantes como resultado de sinalizagdo de estresse para sobreviver, b) indugdo de
morte celular programada pela sinalizagdo intracelular, ou c) grandes danos estruturais e
metabolicos representados pela necrose (Girotti 1998).

Blokhina (2000) descreve que para proteger as células dos radicais livres sob
condigdes de estresse, nos tecidos vegetais ocorre um sistema antioxidante; fazem parte
deste sistema as enzimas supressoras de ERO que sdo a superoxido dismutase (SOD), a
catalase e as peroxidases. Além disso hd uma rede de antioxidantes de baixa massa
molecular que s3o o ascorbato, a glutationa, os compostos fenolicos e os tocoferois, grupo
de compostos que compdoem a vitamina E. Em adicdo, algumas enzimas sdo ainda
necessarias para a regeneragdo de formas ativas de antioxidantes, tais como a ascorbato
peroxidase, dehidroascorbato redutase e glutationa redutase.

Uma substancia antioxidante é aquela capaz de inibir a oxidagdo ou, entlo,
qualquer substancia que, mesmo presente em baixa concentragdo, comparada ao seu
substrato oxiddvel, diminui ou inibe a oxidacdo daquele substrato. Do ponto de vista
bioldgico, pode-se definir antioxidantes como aqueles compostos que protegem os
sistemas bioldgicos contra os efeitos deletérios dos processos ou das reagdes que levam a
oxidagdo das macromoléculas ou estruturas celulares. Isto implica que os diferentes
antioxidantes podem atuar em niveis e com modo de acdo distintos (Jordao Jr. ef al. 1998).

Dentre os antioxidantes envolvidos neste sistema nos tecidos vegetais, os tocoferois
sdo os unicos que possuem a func¢do de desintoxicacdo de varios tipos de ERO, pois

absorvem o oxigénio singleto pela rea¢do direta com o radical OH", podendo reparar os
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acidos graxos polinsaturados (polyunsaturated fatty acid: PUFA), produzindo um radical
tocoferoxila néo reativo (TO") (Kagan 1989, Kamal-Eldin & Appelqgvist 1996):
TOH + PUFA-OO" — PUFA — OOH + TO’

A razdo o6tima da concentragdo de TOH (tocoferol) e PUFA-H nas membranas ¢
estimada em 1: 1000, onde uma molécula de tocoferol ¢ capaz de proteger 1000 moléculas
de lipidio (Buettner 1993). Desta forma, tem sido sugerido que uma parte fundamental da
acdo bioldgica dos tocoferdis reside na habilidade de preservar fisicamente as estruturas da
membrana (Fryer 1992). Adicionalmente, além de sua importancia para os tecidos de
plantas como antioxidantes, os tocoferdis possuem também fung¢des ndo antioxidantes

ainda pouco conhecidas (Blokhina 2000).

1.8 Vitamina E

O termo vitamina E ¢ usado para designar compostos fenolicos conhecidos como
tococromandis que sdo um grupo de 8 compostos, 4 tocoferdis e 4 tocotrienois, os quais
sdo formados por um anel do grupo cromanol e uma cadeia prenil. Estas sdo moléculas
lipossoluveis e t€ém papel importante na nutricdo e saide humana (Janiszowska & Pennock
1976, Munné-Bosch & Alegre 2002, DellaPenna & Pogson 2006).

Os isomeros a, B, y e & de tocoferdis e tocotriendis sdo portanto os oito homologos
naturais da vitamina E, que diferem em sua estrutura e atividade biologica, e variam em
nimero e posi¢do dos radicais metil acoplados ao anel cromanol (Munné-Bosch &
Alegre2002) (figura 1). At¢é o momento, o a-tocoferol tem sido considerado o
biologicamente mais ativo, inclusive no que diz respeito a sua atividade como antioxidante
(Jordao Jr. et al. 1998).

Muito embora os tococromanois sejam sintetizados exclusivamente em organismos
fotossintetizantes, e estejam presentes em todas as partes dos vegetais, seu papel nas
plantas tem sido menos estudado do que em humanos (Janiszowska & Pennock 1976,
DellaPenna & Pogson 2006).

As diferentes formas de vitamina E podem ser encontradas em todas as partes da
planta (Franzen et al. 1991, Goffman et al. 1999, DellaPenna 1999, Grusak & DellaPenna
1999). Os tocoferois e tocotriendis sao produzidos nas células da planta no compartimento
dos plastideos, local para a sintese de diversos grupos de prenil-lipideos (Munné-Bosch &
Alegre 2002). Sua funcdo mais bem conhecida ¢ de atuar como antioxidantes (Fryer, 1992,

Munné-Bosch & Alegre 2002, Blokhina et al. 2003, Sattler ef al. 2004). Fukuzawa et al.
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(1982) realizaram experiéncia in vitro e estimaram que uma molécula de a-tocoferol ¢é
capaz de neutralizar até 120 moléculas de oxigénio livres antes de ocorrer degradacao.
Todas as plantas superiores que tém sido examinadas contém a-tocoferol, e este

composto ¢ normalmente encontrado em folhas ou onde a fotossintese ocorra (Janiszowska

& Pennock 1976).

A Tocoferol/Tocotrienol Ry R;
a CHs; CHjs
p CHs H
Y H CHs;
5 H H
B

Ry Estrutura Geral do Tocoferol

HO
CHs

R>

CH,

c R1 Estrutura Geral do Tocotrienol

CH3

Figura 1. A. diferentes formas de tocoferdis e tocotriendis, o, B, y, € o, variando conforme
a posicao dos radicais no anel. B. a estrutura quimica do tocoferol.C. a estrutura quimica
do tocotrienol, mostrando que a diferenca entre as moléculas sdo duplas ligacdes nas
posicdes 3, 7 e 11 da cadeia. Adaptado de Munné-Bosch & Alegre (2002) e DellaPenna
(2005).

O estresse oxidativo em plantas contribui para uma sinalizagdo intracelular
(Desikan et al. 2000, Pandey et al. 2000). Conseqiientemente, ¢ dito que o a-tocoferol tem

influéncia sobre o estresse oxidativo nos cloroplastos, € pode também afetar a sinalizagao
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intracelular (Munné-Bosch & Alegre 2002). Os mesmos autores descrevem o papel crucial
destes compostos para a regulagcdo do estresse em plantas. Aumentando o nivel de estresse
das plantas, aumenta a produgdo de tocoferdis. Isto tem sido observado em plantas que
sofrem alta quantidade de radiagdo, déficit de dgua, baixas temperaturas, salinidade, ozonio
e poluentes (Lichtenthaler 1979, Smirnoft 1993, DeLLong & Steffen 1997, Garcia-Plazaola
et al. 1999, Munné-Bosch & Alegre 2000).

1.9 Vitamina E & Espécies Arboreas da Varzea

Viarias espécies de florestas alagaveis amazdnicas ndo perdem as folhas mesmo
quando submersas por até 9 meses em condigdes naturais (Waldhoff er al. 1998). Em
folhas submersas, a profundidades inferiores a 1 m, o aparato fotossintético foi encontrado
em estado funcional, ao menos parcialmente por varios meses. Contudo, sob tais
condigdes, a fotossintese s ocorre em niveis baixos ou moderados de luz (Fernandez-
Corréa & Furch 1992). Isto pode indicar que processos destrutivos se estabelecem sob
condi¢des de luz elevada, quando as folhas ainda estdo aclimatadas as condigdes de
submersao, no periodo final da inundagao.

Processos fotodestrutivos sao mediados pela producao de ERO, que podem atacar
compartimentos celulares como membranas e proteinas. Contudo, estes processos podem

ser impedidos pelos antioxidantes tais como a-tocoferol (Blokhina 2000).

1.10 Objetivo do Trabalho

Considerando a funcdo da vitamina E como antioxidante (Blokhina 2000, Munné-
Bosch & Alegre 2002, Blokhina et al. 2003 Dellapenna 2005), o presente estudo visa
analisar o reservatorio de oa-tocoferol em plantas de 19 espécies arboreas de florestas de
varzea da Amazonia Central sob condi¢des experimentais controladas, e relacionar seu
poder antioxidante a posi¢ao ocupada pelas plantas no ambiente natural. Além disso, testar
experimentalmente situagdes potencialmente estressantes de inundagao artificial, supressao
de luz e seca em trés espécies perenifolias, para medir tococromandis, fluorescéncia da
clorofila a, anatomia da lamina foliar, bem como monitorar a perda, manutengdo e

producao de folhas novas sob condigdes controladas.
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2. Vitamina E & Crescimento

2.1 Introducao

Nas areas alagédveis da regido Amazonica ha um grande ntimero de espécies de
arvores altamente tolerantes a inundagdo (Junk 1989), podendo, entretanto, o
comportamento fisioldgico de cada espécie variar de acordo com a sua posic¢ao e o nivel de
inundacao no gradiente (Revilla 1981, Worbes 1992, Parolin 1996).

O crescimento e a tolerdncia de plantulas a inundagdo ¢ refletido na zonagdo de
espécies de arvores ao longo do gradiente de inundacdo, onde espécies tolerantes crescem
nas cotas mais baixas e espécies menos tolerantes crescem nas cotas mais altas (Ferreira
1997, 2000, Wittmann & Junk 2003).

Nas florestas de varzea as espécies arboreas apresentam uma série de respostas ao
pulso de inundacao anual, que envolvem alteragcdes morfoldgicas, fisiologicas e anatdmicas
(Waldhoff et al. 1998, Parolin et al. 2000, Parolin 2001a, Parolin 2001b, Ferreira 2002,
Ferreira 2006, Oliveira-Wittmann et al. 2006). Durante a fase aquatica ha uma redugado do
crescimento, também expressa na formagao de anéis anuais de crescimento (Worbes et al.
1992, Schongart et al. 2002). Muitas espécies perdem completamente as folhas no periodo
de submersao (Junk 1980, 1984, Wittmann 1996, Worbes 1997, Schongart et al. 2002),
enquanto outras mantém-nas também sob a agua (Waldhoff et al. 1998). Estas folhas
parecem funcionar normalmente na proxima época seca, até que sejam substituidas por
folhas novas (Junk 1980).

Espécies perenifdlias t€ém sido foco de estudos fisiologicos na varzea, sobretudo
aquelas que mantém as folhas submersas por longo periodo. Além de nao perderem as
folhas, a clorofila também nao ¢ degradada embaixo da agua, e para algumas espécies t€ém
sido inclusive medida atividade fotossintética em folhas submersas (Furch 1984,
Fernandes-Corréa & Furch 1992, Schliiter et al. 1993, Waldhoff et al. 1998, Waldhoff &
Furch 1998, Waldhofft ef al. 2002).

Uma série de fatores estao envolvidos na manutengao de folhas funcionais durante
e ap6s a submersdo, entretanto, alguns metabdlitos podem ter papel chave nesta
manuten¢do (Fernandes-Corréa & Furch 1992, Schliiter ef al. 1993). Dentre os metabdlitos
que podem atuar na manutengdo de folhas, este estudo se propde investigar o a-tocoferol

como um dos possiveis auxiliares. Este composto ¢ uma das iso-formas da vitamina E,
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composta por a, 3, y € 8 - tocoferdis e a, B, y ¢ O - tocotriendis (Munné-Bosch & Alegre
2002).

Os tocoferois estao presentes em sementes, folhas, flores, frutos, raizes, tubérculos,
cotilédones, hipocotilo e caules de plantas superiores. A forma predominante ¢ o o-
tocoferol, exceto nas sementes, que mostram também o, ou y-isoformas (Goffman et al.
1999, DellaPenna 1999). Segundo Franzen er al. (1991) os tocotriendis nao estao
usualmente presentes nas partes verdes de plantas superiores, embora tragos de -
tocotrienol tenham sido encontrados em folhas de algumas espécies. Tais compostos
costumam aparecer em grande quantidade nas sementes (Goffman et al. 1999, Grusak &
DellaPenna 1999), sendo que Whittle et al. (1966) observaram grande quantidade de d-
tocotrienol no latex comercial de Hevea brasiliensis.

Além da atuagdo especifica do a-tocoferol como um bioindicador de estresse
(Hormaetxe et al. 2005), muitas revisdes tém dado foco especial a este metabolito, por
causa da recente descoberta do seu papel crucial na manutengdo do fotossistema II (PSII)
no centro de reagdes (Trebst 2003), na estabilidade da membrana (Havaux et al. 2003), na
sinalizacdo intracelular (Munné-Bosch & Falk 2004) e no transporte da sacarose (Hofius et
al. 2004).

O a-tocoferol € o principal composto da vitamina E, e ndo é somente essencial para
a sobrevivéncia das plantas como também ¢ requerido na dieta humana. Seu uso diminui a
incidéncia de muitas doengas degenerativas, o risco de doencgas cardiovasculares e algumas
formas de cancer (Bramley et al. 2000, Hofius & Sonnewald 2003, Rippert et al. 2004,
Schneider 2005). Como as plantas sdo a maior fonte de vitamina E para a dieta humana,
nos ultimos anos muito esfor¢co tem sido investido para aumentar o conteido de o-
tocoferol nos tecidos das plantas através de engenharia genética (Grusak & DellaPenna
1999, Dérmann 2003, Hofius & Sonnewald 2003, Rippert et al. 2004).

Contudo, Booth & Hobson-Frohock (1961) sugeriram que o conteudo de o-
tocoferol ¢ inversamente proporcional a taxa de crescimento. Janiszwska & Pennock
(1976) afirmam que o conteudo de a-tocoferol € varidvel, mas em regra geral plantas de
crescimento rapido apresentam pouco conteudo de a-tocoferol, enquanto que plantas de
crescimento lento ou Perenif6lias contém grande quantidade de a-tocoferol.

Para as florestas inundaveis da Amazonia, Parolin (2002) propde duas estratégias
de estabelecimento relacionando taxa de crescimento a posi¢cdo das plantas no gradiente de

inundacdo. Uma em que as plantas situam-se em cotas baixas, sdo tolerantes a submersio
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prolongada e apresentam crescimento lento (varzea baixa), e outra, de escape da
submersdo, em espécies restritas a cotas elevadas (varzea alta), que necessitam de
crescimento rapido para manter pelo menos uma parte do corpo fora da agua.

Com base nestas duas postulacdes, decidiu-se por testar o contetido de a-tocoferol
das folhas relacionando a posi¢cdo topografica ocupada pelas plantas no gradiente de

inundagdo, bem como a taxa de crescimento de cada espécie.
2.2 Objetivos
2.2.1 Objetivo Geral
Verificar o conteido de a-tocoferol em 19 espécies arbdreas freqiientes nas
florestas de varzea da Amazonia Central, as quais situam-se em diferentes cotas ao longo

de todo o gradiente de inundacao (figura 1).

Dias de inundagao ao ano Nivel da agua (m)

10

Figura 1. Esquema do gradiente de inundagdo nas florestas de varzea. A posi¢do da planta
no gradiente determina a dura¢do do periodo de inundagdo. Neste exemplo ha espécies de
varzea alta que s3o inundadas 40 dias ao ano e espécies de varzea baixa inundadas 230 dias

ao ano.
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2.2.2 Objetivos Especificos

a) testar a teoria de Janiszwska & Pennock (1976), para 19 espécies arbdreas de
florestas de varzea da Amazonia Central, analisando o contetido de a-tocoferol em relacao
a taxa de crescimento destas espécies.

b) testar a proposi¢ao de Parolin (2002) para 19 espécies arboéreas da varzea da
Amazonia Central, que postula que a taxa de crescimento estd associada a posi¢do das
plantas no gradiente de inundacgao.

¢) verificar se o tempo de inundagdo ao qual cada espécie esta sujeita no ambiente
natural esta relacionado ao contetdo de a-tocoferol;

d) avaliar se existe relacdo entre o conteudo de a-tocoferol produzido por estas
espécies e a estratégia de manutencdo (Perenifolias) ou perda de folhas (caducifolias)
durante a submersao.

e) investigar a ocorréncia de tococromandis no latex fresco de 3 espécies

lactescentes.

2.3 Hipoteses

Considerando a posicdo ocupada por cada espécie no gradiente de inundagao,

pressupde-se que:

a) Espécies cuja distribuicdo no ambiente natural ocorre em cotas de inundagdo
mais baixas (= maior tempo de alagamento), mostrardo maior contetido de vitamina E do
que aquelas cuja distribuicdo é em cotas mais elevadas, independente das taxas de
crescimento das respectivas espécies.

b) Espécies que mantém as folhas em condi¢des de submersdo, durante a fase
aquatica, t€ém contetdo de vitamina E maior do que aquelas que perdem as folhas durante a
inundagao.

¢) O latex de Hevea brasiliensis mostrara maior contetido de tococromandis do que

o das demais espécies investigadas.
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2.4. Material & Métodos

No Brasil foi feita a coleta de material bioldgico necessaria para a realizagdo dos
experimentos sob condigdes controladas que foram conduzidos na Alemanha. Estes
experimentos ¢ analises foram feitos em casa de vegetagdo, camaras climaticas e
laboratérios do grupo de Biologia Molecular de Plantas, no Departamento de Botanica da
Universidade Christian-Albrecht em Kiel, em convénio com o Instituto Max-Planck de

Limnologia de P1on.

2.4.1 Coleta de Diasporos

A coleta de sementes esteve vinculada ao periodo natural de producao de frutos das
arvores, que, na maioria dos casos, nas florestas de varzea, estd sincronizada com a
sazonalidade do nivel do rio (Goulding 1983, Ayres 1993, Kubitzki & Ziburski 1994,
Mannheimer et al. 2003).

Deste modo, as coletas de frutos maduros foram feitas entre os meses de junho a
setembro de 2003, periodo de aguas altas nas florestas de varzea na Ilha da Marchantaria
(3° 15’S e 60°00°W) e nos municipios do Careiro (3° 16’S e 59° 59° W) e de Iranduba (3°
17°S e 60°03’W), Estado do Amazonas. Alguns frutos foram coletados flutuando na agua
préoximo a arvore-mae e outros pegos diretamente da copa.

De cada uma das espécies foram coletados frutos de pelo menos trés arvores
distintas, e foi possivel reconhecer os frutos maduros pela coloracdo do pericarpo.

Ainda no campo os frutos foram colocados em sacos plasticos de 2 kg devidamente
identificados, contendo um pouco de agua do rio, e transportados para Manaus. No
laboratorio do projeto INPA/Max-Planck, os frutos foram colocados em recipientes
plésticos de 35 cm de didmetro com coluna de agua de 20 cm, em temperatura ambiente,
onde permaneceram até a ocasido do transporte para a Alemanha. A agua dos recipientes
foi trocada semanalmente para impedir o desenvolvimento de larvas de insetos e evitar a

deterioragao dos frutos.

2.4.2 Espécies Selecionadas

Do material coletado no campo para a realizagdo dos experimentos na Universidade

de Kiel foram selecionadas 22 espécies de arvores pertencentes a 19 familias botanicas
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(tabela 1), todas abundantes nas florestas de varzea da Amazonia Central (Wittmann et al.
2002 e 2006, Schongart 2003).

Com o objetivo de testar o contetido de a-tocoferol em fungdo da posi¢do ocupada
pela espécie no gradiente de inundagdo, as espécies foram coletadas de forma a representar
a distribui¢do natural observada no gradiente ambiental, desde as cotas mais baixas como ¢
o caso de Alchornea castaneifolia, até aquelas que ocorrem nas cotas mais elevadas da
planicie de inundagao, como € o caso de Apeiba glabra.

A saida de material biologico do pais foi autorizada pela Diretoria de Ecossistemas,
Departamento de Vida Silvestre do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos

Naturais Renovaveis (IBAMA), sob numero 0108128 BR.

2.4.3 Transporte de Diasporos

Os diasporos foram acomodados em sacos plasticos hermeticamente fechados de
16,5 cm x 14,9 cm (ziploc), com cerca de 15 mL de 4gua para manutengdo da umidade.
Estes foram devidamente etiquetados, em seguida foram arrumados em caixa de
poliestireno de 75 L para o transporte aéreo até a Alemanha. A caixa de poliestireno foi

fechada e viajou no compartimento de carga da aeronave.

2.4.4 Casa de Vegetacio

As sementes foram semeadas em bandejas plasticas germinadoras em terra “TKS2
Instant”, composta de trufa de Sphagnum pouco decomposta, cuja composicdo era de 200—
500 mg/l de nitrogénio (N), 200-500 mg/l de fosfato (P,Os) e 300 — 600 mg de potassio
(K»0), pH (H0): 5,5-7,0, pH (CaCl,) 5,0-6,5. Todas as bandejas receberam rega com
agua de chuva duas vezes ao dia, no inicio da manhid e ao final da tarde. Apos a
germinagdo as plantulas foram transplantadas para vasos de ceramica com volume de
0,2853 cm’, contendo terra com igual composi¢io descrita acima. Dada a duragdo do
trabalho, inicialmente os individuos foram chamados plantulas e posteriormente plantas.
Neste sentido, variagdes entre as espécies foram observadas também, notadamente em
relagdo ao tempo de germinagdo mais ou menos prolongado.

Das 22 espécies iniciais, apenas 19 produziram plantulas em niimero suficiente para a

realizacdo dos experimentos e suas necessarias réplicas.
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As plantulas formadas a partir das sementes transportadas, foram divididas em trés
grupos e dispostas em duas casas de vegetacao distintas. Um grupo de plantas foi escolhido
a0 acaso para ter seu crescimento acompanhado e um segundo grupo, contendo exemplares
de todas as espécies, foi selecionado para coletas de material foliar para realizar um
“screening” de vitamina E. Em uma segunda casa de vegetacdo foram colocadas as
plantulas de trés espécies perenifolias que fariam parte de outro experimento em camaras
climaticas (capitulo 3).

As casas de vegetacdo em que se encontravam as plantas tinham temperatura de
28°C (£ 3°C), a umidade relativa do ar em 80%, e radia¢do luminosa de 12 horas diarias. A
partir de 120 dias do inicio do experimento iniciou o verdo no Hemisfério Norte e o
fotoperiodo diario foi naturalmente aumentado, uma vez que a casa de vegetacdo, com
telhado de vidro, ndo impedia a penetragdo da luz natural, que ficou em torno de 18 horas

diarias.

2.4.5 Breve Descricao das Espécies Estudadas

A descrigdo das espécies foi feita de acordo com informagdes contidas no “Manual
de Arvores da Amazonia Central — Taxonomia, Ecologia e Uso” (Wittmann et al. em

prep.). Fotos das espécies encontram-se nas (figuras 2 e 3).

1. Alchornea castaneifolia (Hum. & Bonpl.) A. Juss.
Nome vulgar: Oeirana, Oeirana da Folha Grossa. Familia: Euphorbiaceae

Arvoreta pioneira ocorre nas cotas mais baixas, freqliente nas margens dos rios,
presente em formagdes monoespecificas com dossel aberto. Espécie bem adaptada a altas
taxas de sedimentacdo, formando novos estratos de raizes secunddrias em cima dos
depdsitos sedimentares anuais. Apresenta alto potencial de reproducdo vegetativa. Esta
espécie nao produz latex. As folhas sdo simples, alternas, variando em tamanho, com
peciolos alongados e lamina serreada. Possui estipulas. As flores sdo verde amareladas,
pequenas e em paniculas. Os frutos sdo capsulas ovais, trilobadas, deiscentes, o 3 x 1 cm.
Uso: A casca e as folhas apresentam propriedades analgésicas, antiinflammatorias,

antivirais € antelminticas.

2. Annona cf. hypoglauca Mart.

Nome vulgar: Biribirana, Biribarana e Graviola da Varzea. Familia: Annonaceae
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Arvore do dossel médio a superior da véarzea baixa. Freqiiente nas cotas de
inundagdo entre 5-6 m, ao longo das margens dos rios e parands. Rara em florestas de
varzea alta. A base do tronco com raizes tabulares. Os ramos com espinhos. As folhas
simples, alternas, disticas. As flores brancas em racemos terminais, floragio em massa
durante o pico da cheia. Os frutos sdo vagens segmentadas, com 4-8 sementes, ¢ 12.0 x 2.5
cm.

Uso: Nao Reportado

3. Apeiba glabra Aubl.
Nome vulgar: Pojo, Bolacheira, Boieira, Mutamba e Pente de macaco. Familia: Tiliaceae
Arvore ocasional do dossel superior a emergente da véarzea alta. A base do tronco
com raizes tabulares. As folhas sdo simples, alternas, regularmente arranjadas,
esbranquicadas na face inferior, com trés nervuras principais saindo da base. Entre as
nervuras principais existem glandulas e tufos de pélos. O peciolo ¢ pulvinado. As folhas
jovens podem ser levemente serrilhadas. As flores amarelas, fragrantes. Os frutos sdo
capsulas pretas com espinhos lenhosos, parecendo um ouri¢o do mar, ¢ 8.0 cm.

Uso: A madeira ¢ usada para a construg@o de barcos e embalagens.

4. Cecropia latiloba Miq
Nome vulgar: Embatba. Familia: Cecropiaceae

Arvore do estagio secundario inicial da varzea baixa, freqiiente em formagdes
mono-especificas ao longo dos rios e paranas, em cotas de inundacao entre 4-6 m. A base ¢
reta, ou com pequenas raizes adventicias. O tronco é oco e facilmente reconhecivel pela
formacao de internds. As folhas arranjadas em espiral, simples, palmadas, segmentadas (8-
9), geralmente grandes, com peciolo longo. A triquilia varia de branca a marrom. As flores
em espigas brancas envolvidas por uma espata vermelha. Os frutos de verde a purptreos
alcangam comprimentos até¢ 10 cm, mas sdo geralmente mais curtos e mais grossos do que
em C. membranacea. Nesta espécie a hidrocoria e a ictiocoria foram confirmadas (Ziburski
1991, Roubach & Saint-Paul 1994).
Uso: Nao Reportado

5. Crataeva benthamii Eichler

Nome vulgar: Catoré. Familia: Caparaceae
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Arvore do dossel médio, freqiiente em estagios secundarios tardios da varzea baixa.
A base do tronco reta a acanalada. Os ramos jovens sdo verdes com lenticelas brancas. As
folhas sdo compostas, alternas, trifolioladas, com peciolo alongado. As flores tém pétalas
brancas, multi-estaminadas, com estames roxos. Os frutos sdo capsulas redondas verdes a
marrons, com exocarpo lenticelado, @ at¢ 10 cm.

Uso: Nao Reportado

6. Crescentia amazonica Ducke
Nome vulgar: Cuieira. Familia: Bignoniaceae

Arvore do dossel médio a inferior da varzea baixa. Freqiiente na varzea do baixo
Rio Solimdes. A base do tronco ¢ reta. As folhas sdo simples, alterno-espiraladas, com
comprimento de até 30 cm, saindo de uma a trés em pseudoverticilios dos ramos. As flores
sdo grandes, de brancas a purpureas, saindo diretamente dos troncos ou ramos, com o
calice dividido. Os frutos sdao capsulas secas ovais, permanecendo verdes quando maduros,
com polpa branca e numerosas sementes de cor negra, ¢ 20 x 10 cm.
Uso: A casca do fruto apoés secagem ¢ utilizada como vasilha pelos ribeirinhos, além de

muito utilizada em artesanato.

7. Erythrina fusca Lour.
Nome vulgar: Assacurana e/ou Molongd. Familia: Fabaceae

Arvore secundaria freqiiente da vérzea alta, ocorrendo na beira dos rios e paranas.
A base do tronco ¢ digitada, ou com raizes adventicias e pequenas raizes tabulares. As
folhas sdo alternas, compostas, trifolioladas, com peciolo e pecidlulo pulvinado. As flores
sao vermelho-laranja em racemos terminais. Os frutos sdo bagas compridas, marrons, @ 20
X 2 cm, contendo varias sementes.
Uso: A madeira ¢ utilizada para a confec¢do de canoas, pranchas de surf e embalagens. O
exudato da casca, folhas e flores sdo usadas na medicina popular como antelmintico,

relaxante, narcotico e antibidtico.

8. Garcinia brasiliensis Mart.
Nome vulgar: Bacuri, Bacuripari liso. Familia: Clusiaceae

Arvore do estrato médio da varzea baixa, tolerando inundacdes até 6 m de
profundidade. A ocorréncia € ocasional. A copa ¢ simétrica e piramidal. A base do tronco ¢

reta. Possui latex amarelo. As folhas sdo simples, carnosas, opostas, com venagao
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secundaria paralela. As flores sdo axilares, brancas e fragrantes. Os frutos tém casca
amarela e lisa, sdo de redondos a ovodides, carnosos, o 4 x 2 cm, contendo de uma a trés
sementes.

Uso: O fruto ¢ comestivel, muito apreciado, e serve ainda para fabricagdo de suco e geléia.

As sementes tém propriedades antiinflamatorias, anticancerigenas e narcoticas.

9. Laetia corymbulosa Spruce ex Benth
Nome vulgar: Sardinheira, Turima. Familia: Flacourtiaceae

Arvore do estigio secundario inicial da varzea baixa, freqiiente no baixo Rio
Solimdes. Ocorre em cotas de inundacdo entre 4-6 m. Base do tronco reta a levemente
digitada. As folhas sdo simples, alternas, disticas, com margem serrilhada e o peciolo
engrossado, levemente acanalado. As flores sdo brancas em inflorescéncias axilares. Os
frutos sdo bagas carnosas, de casca amarela e lisa quando maduros, ¢ 2.5 x 1.5 cm,
contendo varias sementes envoltas por polpa branca.

Uso: O extrato das folhas e da casca tem propriedades anticancerigenas.

10. Macrolobium acaciifolium Benth
Nome vulgar: Arapari, Faveira arapari. Familia: Fabaceae

Arvore do dossel médio a superior da varzea baixa, freqiiente na beira de lagos e
parands, tolerando inundagdes de até 7 m de profundidade. A base do tronco ¢ acanalada,
com raizes tabulares pequenas. As folhas sdo compostas, alternas, imparipinadas, muitos
pares com foliolos opostos, pulvinados. As flores axilares em racemos, brancas a
amareladas. Os frutos sdo vagens ovais, marrons a amarelas, o 5 x 10 cm, contendo uma
unica semente marrom, de formato circular e achatada.
Uso: A madeira ¢ utilizada para embalagens, mdveis, carpintaria e construgdo civil em

geral.

11. Nectandra amazonum Nees
Nome vulgar: Louro, Louro chumbo. Familia: Lauraceae

Arvore secundaria freqiiente da varzea baixa, em cotas de inundagio entre 4-6 m. A
base do tronco reta. As folhas sdo simples, eliptico-lanceoladas, alternas a subopostas,
esbranquigadas na face inferior, com nervura principal e secundarias proeminentes. O

peciolo ¢ pulvinado, levemente acanalado. As inflorescéncias sdo ramificadas, as flores sdo
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brancas. Os frutos sdo de roxo a pretos quando maduros, bagas com cupulas lenhosas e
lenticeladas, o 6 x 3 cm.

Uso: Nao Reportado

12. Pouteria glomerata (Miq) Radlk.
Nome vulgar: Abiurana, Laranjinha, Ma¢a do pacu. Familia: Sapotaceae

Arvore freqiiente do estrato médio de estagios secundarios tardios de varzea baixa.
A base do tronco € reta, ou levemente acanalada. Possui latex branco, leitoso, nao
abundante. As folhas s3o simples, arranjadas em espiral e agrupadas no 4apice,
esbranquicadas e com a nervura central proeminente na face inferior. As flores sdo brancas
em inflorescéncias axilares. Os frutos sdo bagas marrom-amareladas, ¢ 10 x 5 cm, com
varias sementes marrons envolvidas por uma polpa amarela.

Uso: Nao Reportado

13. Pseudobombax munguba (Mart. & Zucc.)
Nome vulgar: Mungubeira. Familia: Bombacaceae

Arvore do estagio secundario inicial da varzea baixa, muito abundante em cotas de
inundacao entre 4-6 m. Base do tronco digitada. As folhas sdo compostas, palmadas, com
peciolo longo e pulvinado. A nervura primdria e secundaria sdo proeminentes e de cor
amarela. As flores sdo multiestaminadas brancas e terminais. Os frutos sdo cépsulas
loculicidas com casca ligeiramente rugosa de cor marrom-avermelhada, com iniimeras
sementes marrons envoltas por pelos brancos (paina). A frutificacdo ocorre no pico da
cheia. A dispersdo ¢ feita pelo vento, dgua, e provavelmente por peixes.
Uso: A madeira ¢ leve e utilizada para confec¢dao de brinquedos, artesanato, e isolamento
acustico. Os pélos do fruto sdo impermeaveis e usados para estofamento de coletes salva-

vidas e travesseiros.

14. Psidium acutangulum DC
Nome vulgar: Goiaba, Goiaba araca. Familia: Myrtaceae

Arvore freqiiente do dossel médio a inferior de florestas secundarias da varzea
baixa. A base do tronco ¢ reta. Os ramos jovens densamente lenticelados. As folhas
simples, opostas, com peciolo curto e acanalado. Estipulas intrapeciolares. As flores sdo

brancas, grandes, multiestaminadas em inflorescéncias axilares. Os frutos sdo bagas ovais



25

verde-amareladas a marrons quando maduras, com polpa branca a amarela contendo
inimeras sementes, ¢ 7 X 4 cm.
Uso: O fruto ¢ usado para suco e geléias, mas devido a acidez raramente ¢ consumido

pelos habitantes das areas inundaveis.

15. Pterocarpus amazonum (Mart. Ex Benth) Amshoff
Nome vulgar: Tachi, Tachi branco, Mututi branco. Familia: Fabaceae

Arvore do estrato superior, freqilente em estagios secundérios da varzea baixa. Na
base do tronco existem raizes tabulares. Os ramos jovens sdo lenticelados. As folhas sao
compostas, imparipinadas, com foliolos alternos, peciolos e pecidlulos pulvinados. As
flores tém pétalas amarelas em inflorescéncias terminais. O pedinculo da inflorescéncia ¢
grosso € oco e serve como casa de formigas. Os frutos sdo vagens circulares, marrons
quando maduros contendo uma semente ¢ com @ 8.0 cm.

Uso: Arvore utilizada como ornamental em algumas cidades brasileiras.

16. Simaba multiflora A. Juss.
Nome vulgar: Cajurana e/ou Marupa. Familia: Simaroubaceae

Arvore do estrato inferior de florestas secundarias tardias da varzea baixa, frequente
em cotas de inundacdo entre 5-6 m. Folhas alternas, compostas, imparipinadas, com 3-4
pares de foliolos subsésseis opostos a subopostos. Nervura primaria levemente
proeminente na face inferior, venagao secundaria impressa e translucida. Flores brancas em
inflorescéncias terminais. Frutos sdo drupas carnosas, vermelhas a roxas quando maduras,
2 4.5 x 2.5 cm, contendo uma semente.
Uso: Frutos com propriedades anticancerigenas. O extrato da casca e das raizes tém

propriedades contra malaria.

17. Tabarnaemontana siphilitica (L. f.) Leewenb.
Nome vulgar: Bonafusia. Familia: Apocynaceae

Arvoreta do dossel inferior da varzea baixa. Ocasional. A base do tronco ¢ digitada
a acanalada. As folhas sdo simples, opostas, subsésseis, levemente onduladas. O peciolo ¢
pulvinado. A nervura primaria e as secundérias fortemente proeminentes na face inferior.
Os ramos jovens possuem pélos. O apice € protegido pelas bases peciolares. As flores com
tubo de corola, brancas, em inflorescéncias multiflorais e terminais. Os frutos encontram-

se em pares, deiscentes, verde a marrons quando maduros, com ¢ 2.5 x 1.0 cm.
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Uso: O latex do tronco, das raizes e das folhas, t€ém propriedades antipiréticas e

antiinflamatorias.

18. Vitex cymosa Bert. Ex Spreng
Nome vulgar: Taruma. Familia: Lamiaceae

Arvore do estrato médio de florestas secundarias de varzea baixa, freqiiente.
Caracteristica para florestas degradadas, tolerando inundagdes de 5 - 6 m de altura, e
alcangando idades de até¢ 100 anos (Worbes ef al. 1992). A base do tronco ¢ levemente
digitada. As folhas s3o opostas, palmadas, com 5 foliolos. As flores azuis a purpureas,
zigomorficas, 2.0 x 0.5 cm. A floragdo na varzea ocorre durante o pico da cheia entre os
meses de maio e junho. Os frutos s@o indeiscentes, redondos, globosos, variando de roxos a
pretos quando maduros, ¢ 2.5 cm.
Uso: Na América Central, a madeira ¢ usada para construcao civil. O extrato da casca tem
propriedades analgésicas. Arvore é usada como ornamental em algumas cidades do sudeste

brasileiro.

19. Zygia latifolia (L.) Fawcett & Rendle
Nome vulgar: Ingd de macaco. Familia: Leguminosae

Arvore ocasional do estrato médio de florestas de varzea baixa. A base do tronco é
reta, muitas vezes ramificada. Os ramos jovens sdo levemente acanalados. As folhas sdo
compostas, paripinadas, com 3-4 pares de foliolos pulvinados e levemente assimétricos. Ha
uma glandula redonda (nectario extra-floral) entre cada par de foliolos. As flores sdo de
brancas a vermelho-rosadas em inflorescéncias terminais, mostrando caulifloria. Os frutos
sdo vagens encurvadas de até 40 cm de comprimento, contendo varias sementes marrons
arredondadas e achatadas de @ 2.0 cm.

Uso: Nao Reportado
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Figura 2: Espécies utilizadas no experimento: 1. Alchornea castaneifolia, 2. Annona cf.
hypoglauca, 3. Apeiba glabra, 4. Cecropia latiloba, 5. Crataeva benthamii, 6. Crescentia
amazonica, 7. Erytrhina fusca, 8. Garcinia brasiliensis, 9. Laetia corymbulosa, 10.
Macrolobium acaciifolium, 11. Nectandra amazonum, 12. Pouteria glomerata. Cada faixa

vermelha da régua mede 10 cm.
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Figura 3: Espécies utilizadas no experimento: 13. Pseudobombax munguba, 14. Psidium
acutangulum, 15. Pterocarpus amazonum, 16. Simaba multiflora, 17. Tabaernamontana
siphilitica, 18. Vitex cymosa, 19. Zygia latifolia. Cada faixa vermelha da régua mede 10

cm. Os nimeros correspondem aos numeros do texto da descrigdo das espécies.

2.4.6 Crescimento de Plantulas

Imediatamente apds a germinagdo, 10 individuos de cada espécie foram escolhidos
ao acaso para medidas de crescimento em altura durante 7 meses (210 dias), excetuando-se
a espécie Pouteria glomerata, pois sua germinacao iniciou 6 meses apos a semeadura. As
medidas foram feitas com fita métrica desde o colo até a gema apical. No total foram
monitoradas 190 plantulas de 19 espécies. As condi¢des de rega das plantas foram as

mesmas descritas anteriormente para os didsporos.
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2.4.7 Comparacao com o0 Ambiente Natural

Com base nos inventdrios de Wittmann (2001) e Schongart (2003), onde foram
levantados 10 ha em sitios de diferentes cotas de inundagdo em florestas de varzea da
Reserva de Desenvolvimento Sustentavel Mamiraud (RDSM), e 3 ha proximos a cidade de
Manaus, as espécies deste estudo foram relacionadas as cotas de inundagdo nas quais sao
encontradas em seu ambiente natural. No estudo destes autores cada parcela de 1 ha foi
subdividida em 16 parcelas de 625 m” onde se realizou um inventario florestal dos
individuos adultos. Cada parcela foi mapeada usando-se um teodolito ¢ medindo-se todos
os individuos > 10 cm de diametro a altura do peito (DAP), na localizagdo x e y na
topografia, com resolucao de 10 cm. Isto resultou em modelos de terrenos digitais com alta
resolugdo, que indicaram a posi¢do exata dos plots, de cada individuo marcado, bem como
o nivel médio de inundagdo anual ao qual cada espécie esta sujeita. Para ilustrar esse
procedimento, ¢ mostrado como exemplo o mapa e os plots da RDSM (figuras 4 ¢ 5).

Para a maioria das espécies observacdes sobre a fenologia vegetativa sdo citadas
por Schongart et al. (2002) e Oliveira-Wittmann (dados ndo publicados), que realizou
experimentos de campo e observou a perda ou manuten¢do de folhas em plantulas de 6

espécies por 2 ciclos anuais de inundagao.

2.4.7.1 Weighted Mean Spatial Distribution Center (wMDSC)

Nos inventarios realizados por Wittmann (2001) foi calculado o wMDSC (Ebdon
1998), por espécie em 5 ha. Para isso o nivel da inundac¢do em cada individuo foi medido.

Considerando todos os individuos de uma mesma espécie encontrados nos sitios
amostrais, calculou-se a inundagdo média para aquela espécie; individuos dominantes
recebem entdo um peso maior no calculo, pois sdo individuos bem estabelecidos na
populagdo. Desta forma o wMDSC expressa o nivel “6timo” de inundagdo na distribuigao

vertical dos individuos de uma espécie.
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Figura 4. (A) Mapa do Brasil mostrando o Estado do Amazonas e a localizagdo da Reserva
de Desenvolvimento sustentdvel Mamiraua (RDSM). (B) Mapa da area da Reserva,
mostrando a estacdo Jaraud, situada entre os rios Solimdes e Japurd. Adaptado de

Schongart et al. (2003).
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Figura 5. Localizacdo das areas monitoradas no setor Jaraud. Cada area amostral consta de
1 ha de floresta inventariado. (A) Localizag@o dos individuos dentro de cada parcela e (B)

Topografia do terreno de cada parcela. Adaptado de Wittmann (2001).
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2.4.8 Coleta de Material Foliar

A coleta de material foliar obedeceu ao seguinte critério: foram selecionadas em
cada planta folhas maduras com tamanho e caracteristicas semelhantes, de aspecto
saudavel, sem manchas, ataque de parasitas ou qualquer alteracao visivel da lamina foliar.

De cada espécie foram escolhidos trés individuos. Em cada individuo o material foi
coletado de trés folhas, e de cada folha foram coletados dois cilindros que, somados,
formavam uma éarea de 1,57 cm’ de lamina foliar. Assim, de cada espécie foram
amostradas nove folhas. Ao total foram analisadas no screening 171 amostras das 19
espécies.

O procedimento padrdo, apds a coleta de material foliar, foi o seguinte: as amostras
retiradas da folha foram colocadas em tubos de Eppendorf de 2ul devidamente
identificados e imediatamente mergulhados em nitrogénio liquido. Ap6s serem retirados do
nitrogénio, os tubos de Eppendorf foram armazenados em freezer a uma temperatura de -
80°C. Este ¢ o procedimento para a extragdo de vitamina utilizado tradicionalmente para as
espécies Arabidopsis thaliana (L.) Heynh, Zea mais L., Nicotiana tabacum L. (Falk et al.
2002 e 2003). Todavia ndo se sabia se este método utilizado para tais espécies seria
apropriado para as espécies em estudo. Desta forma foram feitos alguns testes modificando
o procedimento para efeito de comparagdo com os resultados obtidos no método
tradicional. Foram eles:

Teste A — apds a retirada do material foliar, os tubos de Eppendorf foram
mergulhados em nitrogénio liquido por 30 minutos e em seguida o material foliar foi
processado imediatamente sem passar pelo armazenamento no freezer a - 80°C.

Teste B — ap6s 3 horas da adicdo do n-Heptano aos tubos de Eppendorf de 2 uL, as
amostras foram retiradas do freezer a -20°C e analisadas em High Performance Liquid
Chromatography (HPLC).

Teste C — para as espécies nas quais apenas tragos de a- tocoferol foram
encontrados, acrescentou-se aos tubos de Eppendorf 50 uL de a, B, v e d-tocoferol em
concentracdo conhecida de 1:20. O objetivo era testar se alguma substancia presente na
folha quebrava as moléculas de tococromandis existentes durante a extracao.

Teste D — diferentes diluicdes de n-Heptano foram testadas para as diferentes

espécies, mas os melhores resultados foram obtidos com 500 pL. de n-Heptano.
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Ao final dos testes ficou estabelecido que a metodologia de Falk et al. (2003) ¢
adequada as espécies amazdnicas do presente estudo, alterando-se apenas o volume de n-

Heptano como descrito no teste D.

2.4.9 Extraciao de Tococromandis em Folhas

Para realizar a extracdo de tococromandis foram adotados os seguintes passos:

Inicialmente, as amostras retiradas do freezer a —80°C eram imediatamente
mergulhadas em nitrogénio liquido e a cada uma delas eram adicionadas 3 bolas de vidro
de tamanho variando de 1,7 a 2,3 mm. Em seguida as amostras foram moidas (moinho MM
301 Retsch, Hann-Alemanha) durante 15 minutos e foi adicionado ao material moido 500
uL de n-Heptano. Finalmente o material foliar foi incubado em freezer a —20°C por um
periodo minimo de 12 horas.

Apo6s o periodo de 12 horas de extragao, os tubos de Eppendorf foram centrifugados
em 13,2 rpm, a 4°C, durante 7,5 minutos. De cada capsula com material ja centrifugado,
eram retirados 80 uL do sobrenadante para a analise em HPLC a 328 nm.

O aparelho HPLC consiste em uma bomba (LC-10ATVP Liquid Chromatograph,
Shimadzu, Duisburg-Alemanha) e um sistema de provas (SIL-10ADVP Autosampler,
Shimadzu, Duisburg-Alemanha). Para a armazenagem de dados foi utilizado o “Class VP
5.0” software da Shimadzu. O volume de inje¢do do material para leitura das diferentes
formas de vitamina E pelo aparelho foi de 20 pL.

Para calibracdo do sistema para verificar a identidade dos picos individuais,
solugdes padrdes de tocoferol e tocotrienol da Merck (Darmstadt, Alemanha) foram
usadas.

O contetdo de tocoferol foi calculado de acordo com a area dos picos formados nos
cromatogramas, considerando-se: a area do cilindro da lamina foliar utilizado, a dilui¢do de
n-Heptano e o volume de material usado para a leitura do aparelho de acordo com Falk et

al. (2003).

2.4.10 Extraciao de Tococromandis no litex

Durante a coleta de material foliar para a realizacdo do screening, observou-se que

trés das 19 espécies estudadas sdo lactescentes (figura 6), todavia, apenas duas possuem

latex abundante, Garcinia brasiliensis € Tabaernamontana siphilitica. Assim, usando-se o
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mesmo numero amostral do screening, realizou-se um experimento para medir o contetido
de tococromandis no latex destas duas espécies.

Além disso, ha na literatura uma citacdo de tococromandis observados no latex de
Hevea brasiliensis (Whittle et al. 1966). Esta ¢ uma espécie que também ocorre nas
florestas de varzea da Amazdnia Central. Assim, visto que, havia exemplares desta espécie
em casa de vegetacdo da Universidade de Kiel, realizou-se a coleta do latex fresco de H.
brasiliensis, para efeito de comparagao dos contetidos de vitamina E entre as 3 espécies.

A coleta de material foi feita através do gotejamento de latex em tubos de
Eppendorf de 2uL. Foram escolhidas trés plantas por individuo; de cada planta foram
retiradas 3 folhas e estas foram quebradas ao meio para aproveitar as gotas que se formam
em sua nervura central.

Imediatamente ap6s a coleta do material foi acrescentado 500 puL. de n-Heptano em
cada um dos tubos de Eppendorf. O procedimento de extragdo seguiu 0s mesmos passos
descritos acima para o screening.

A massa do latex de cada espécie foi determinada previamente para expressar o

conteudo de tococromanois em gramas.

4
\J

Figura 6. (A) Gotas de latex fresco formadas apos a retirada de cilindro da lamina foliar de
Garcinia brasiliensis; (B) corte transversal da nervura central da folha de G. brasiliensis,
mostrando as gotas de latex fresco e (C) detalhe das gotas de latex formadas apds o corte

transversal da 1amina foliar em G. brasiliensis.
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2.4.11 Analise de Dados

Para relacionar o conteudo de a-tocoferol com o wMDSC, bem como com o
crescimento em altura, foi feito um teste t (5% de probabilidade) no programa
STATISTICA versdo 8.0, utilizando-se as médias mensais de crescimento dos 3 ultimos

meses de observagao.

2.5 Resultados

2.5.1 Conteudo de Tococromandis em Folhas

A Unica forma de vitamina E comum a todas as espécies estudadas foi o a-
tocoferol, como também foi esta a de maior conteudo encontrado. Poucas espécies
apresentaram outras formas de tococromandis além do a-tocoferol e, para estas, foram
evidenciados apenas tracos. Deste modo, serdo apresentados apenas os resultados do
conteudo de a-tocoferol para todas as espécies.

O contetido de a-tocoferol variou entre as diferentes espécies de 0,1 a 10,7 pg cm™.
Para destacar estas diferengas, e de acordo com a quantidade encontrada, as espécies foram
agrupadas em trés categorias: a) espécies com o conteudo de a-tocoferol > 6 pg cm™; b)
espécies com o conteudo < 6 > 2 pg cm™; e ¢) espécies cujo contetido foi < 2 pug cm™
(figuras 7, 8 € 9).

Em relacdo a cota média de inundagdo no ambiente natural calculada de acordo
com Wittmann (2001), existem espécies que ocorrem desde 2,4 m como € o caso de
Annona cf. hypoglauca, até 5,5 m como no caso de Crescentia amazonica e
Tabernaemontana siphilitica. Nota-se ainda que 42,1% das espécies estudadas, encontram-
se em cotas cuja inundagdo alcan¢a entre 5,0 e 6,0 m de altura, o que corresponde a um
tempo médio de inundagdo de 176 a 231 dias/ano, ou seja, em torno de 6 meses ao ano.
Observa-se que estas espécies estdo distribuidas nas trés categorias criadas conforme o
conteudo de a-tocoferol (tabela 1).

As espécies com maior conteudo de a-tocoferol foram Crescentia amazonica, cujo

valor médio na planta 3 foi maior que 10 pg cm™ e Tabernaemontana siphilitica na qual a

planta 2 mostra valor proximo a 10 pg cm™, ambas espécies perenifdlias (figura 7).
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Embora nao haja dados sobre a fenologia foliar de duas espécies, Erythrina fusca e
Apeiba glabra, pode-se dizer que nas trés categorias criadas para as espécies conforme o
contetdo de a-tocoferol encontrado, existem tanto espécies perenifolias quanto deciduas
(tabela 1).

Os valores mais baixos foram observados na espécie Crataeva benthamii, menores
que 0,1 ug cm™. Valores minimos foram encontrados na espécie Cecropia latiloba, para a
qual algumas das folhas apresentaram valores ndo detectaveis pelo aparelho (HPLC), o que
impossibilitou uma média de contetudo por planta para esta espécie.

A relacdo entre o conteido de o-tocoferol ¢ o wMSDC, nao se mostrou
estatisticamente significativa, ou seja, nao ha relacdo entre o conteudo de a-tocoferol e a

posi¢ao ocupada pela planta no gradiente de inundagao (figura 10).
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Tabela 1. Espécies estudadas em relagdo ao niimero de individuos encontrados (> 10 cm
DAP) em uma area total de 7,25 ha de inventarios na RDS Mamiraud e perto de Manaus
(Wittmann 2001, Schongart 2003). O wMSDC, nivel de médio de inundacdo calculado por
espécie. A fenologia foliar estd de acordo com Schongart et al. (2002), bem como

observacdes de campo de Oliveira-Wittmann (dados ndo publicados).

TOTAL wMSDC wMSDC Fenologia

Espécie (n amostral) (m) (dias ano™) Vegetativa
Psidium acutangulum 26 6.04 231 Decidua
Alchornea castaneifolia 41 5,89 228 Decidua
Vitex cymosa 154 5,85 219 Decidua
Tabernaemontana siphilitica 21 5,51 208 Perenifolia
Crescentia amazonica 41 5,51 208 Perenifolia
Macrolobium acaciifolium 13 5,44 201 Decidua
Garcinia brasiliensis 10 5,2 176 Perenifolia
Crataeva benthamii 175 5,19 186 Decidua
Simaba multiflora 15 5,02 176 Decidua
Pouteria glomerata 55 4,87 170 Perenifolia
Laetia corymbulosa 151 4,84 167 Perenifolia
Pseudobombax munguba 191 4,77 155 Decidua
Zygia ampla 12 4,62 149 Decidua
Nectandra amazonum 75 4,6 148 Decidua
Pterocarpus amazonum 16 4,5 137 Decidua
Cecropia latiloba 228 4,43 133 Perenifolia
Annona hypoglauca 2 3,25 75 Decidua
Apeiba glabra 17 2,07 41 -

Erythrina fusca 3 2,0 35 -
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Crescentia amazonica Tabernaemontana siphilitica
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Figura 7. Grupo de espécies cujo conteudo de a-tocoferol é > 6 pg cm™. Os valores sio médias

com erro padrdo (n = 3).
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Figura 8. Grupo de espécies cujo conteudo de a-tocoferol é < 6 >2 ug cm™. Os valores

sdo médias com erro padrao (n = 3).
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Figura 9. Grupo de espécies cujo conteudo de a-tocoferol é <2 pg cm™. Os valores

sao médias com erro padrao (n = 3).
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Figura 10. Relagdo entre o contetido de a-tocoferol nas folhas e o wMSDC (nivel de

inundag¢do), cada ponto representa uma das 18 espécies estudadas.

2.5.2 Conteudo de Tococromandis e Taxa de Crescimento

As espécies estudadas foram agrupadas em 3 grupos distintos: a) crescimento
lento: aquelas que em 210 dias de observacdo eram menores que 60 cm de altura, b)
crescimento intermediario: quando as espécies em 180 dias de observagdo tinham uma
altura menor ou igual a 60 cm e c) crescimento rapido: espécies cujo crescimento em
altura foi maior ou igual a 60 cm em 150 dias de observacao (figuras 11, 12 e 13).

A escolha da altura em 60 cm foi baseada nos dados de incremento em altura
obtidos por Parolin (2001a), para 6 espécies comuns das florestas de varzea. A maior altura
observada foi 60 cm apo6s 180 dias de observacao para a espécie Nectandra amazonum, nas
plantas do controle. O experimento foi realizado em Manaus e, segundo a autora, em
condi¢des ambientais que reproduziam a temperatura e umidade natural em que as
espécies se encontram no campo.

A relagdo entre taxa de crescimento e conteudo de a-tocoferol mostrou-se
estatisticamente significativa (p = 0,02) (figura 14). A espécie de crescimento mais rapido
foi Cecropia latiloba que em 150 dias ja apresentava mais de 1 m de altura, esta foi a
espécie onde se observou menor conteudo de a-tocoferol, uma vez que nem foi possivel
fazer uma representacdo grafica de seu conteudo. As demais espécies de crescimento

rapido foram Erythrina fusca, Nectandra amazonum, e Macrolobium acaciifolium,
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espécies que também se encontram no grupo de menor conteudo de a-tocoferol (figuras 9
e 13).

As espécies com maior conteido de o-tocoferol Crescentia amazonica,
Tabernaemontana siphilitica, Pseudobombax munguba e Simaba multiflora, encontram-se

no grupo de espécies considerado de crescimento lento (figuras 7 e 11).
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Figura 11. Grupo de espécies cujo crescimento em altura € lento (< 60 cm em 210 dias).
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Figura 12. Grupo de espécies cujo crescimento em altura ¢ intermedidrio (= 60 cm em
180 dias).
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Figura 14. Correlagdo entre o conteudo de a-tocoferol e o crescimento em altura, cada

ponto representa uma das 18 espécies estudadas (p = 0,02).
2.5.3 Conteudo de Tococromandis no Latex

Dentre as 8 formas de vitamina E existentes (Munné-Bosch & Alegre 2002), a
espécie Garcinia brasiliensis mostrou 7 formas ocorrendo no latex, sdo elas o a-
tocoferol/aT, a-tocotrienol/aT3, P-tocoferol/BT, y-tocoferol/yT, fy-tocotrienol/yT3, &-
tocoferol/dT e o-tocotrienol/dT3 (figura 15). Hevea brasiliensis possui trés destas formas:
a-tocoferol/aT, a-tocotrienol/ aT3 e y-tocotrienol/yT3 e Tabernaemontana siphilitica
apresentou apenas 2 formas: a-tocoferol/aT e a-tocotrienol/aT3 (figura 15).

Os valores variaram entre as espécies e entre formas de vitamina E na mesma
espécie. Em G. brasiliensis a variagdo foi de 0,02 mg cm™ no B-tocoferol a 7,4 mg cm™ no
O-tocotrienol, sendo este o maior valor encontrado considerando todas as espécies e todas
as demais formas de vitamina E. Na espécie H. brasiliensis o maior valor encontrado foi
para o o-tocotrienol/aT3 0,11 mg cm™, ja em T siphilitica o maior valor foi de 0,03 mg

cm™ de a-tocoferol/aT (figura 15).
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Figura 15. Contetdo de tococromandis (em escala logaritmica), observado no latex de trés

espécies, Garcinia brasiliensis, Hevea brasiliensis e Tabernaemontana siphilitica.

2.6 Discussao

2.6.1 Conteudo de Tococromanois em Folhas

Como esperado, em todas as espécies o a-tocoferol foi encontrado nas folhas, uma
vez que esta ¢ a forma encontrada em maior quantidade nos tecidos verdes das plantas
(Munné-Bosch & Falk 2004).

O incremento de a-tocoferol ¢ geralmente associado com a tolerancia ao estresse, €
o decréscimo estd associado com a susceptibilidade ao estresse (Munné-Bosch & Alegre
2002). Todavia, no caso deste estudo, os contetidos varidveis encontrados para as
diferentes espécies ndo podem ser relacionados a uma condicao de estresse, visto que todas
as plantas se encontravam nas mesmas condi¢des ambientais em casa de vegetacao.

Os valores encontrados para as espécies do grupo a) com contetdo > 6 pg cm™, sdo
superiores a valores encontrados em folhas de outras vegetagdes descritos em literatura,
por exemplo 4 pg cm™ para Fagus silvatica e 04 pug cm™ para Nicotiana tabacum
(Lichtenthaler & Pfister 1978 e Andersen 2004). Isso demonstra que a producao de a-
tocoferol ¢ variavel dependendo da espécie.

As duas espécies com maior conteudo de a-tocoferol, Crescentia amazonica e
Tabernaemontana siphlitica, sdo espécies situadas em cotas baixas no ambiente natural e

ambas sdo também Perenifdlias. Entretanto, Pseudobombax munguba, Simaba multiflora e
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Vitex cymosa espécies que se encontram também no grupo a), com conteado > 6 pg cm™,
sdo espécies que perdem as folhas durante a inundagdo. Além disso, em Alchornea
castaneifolia e Crataeva benthamii, espécies situadas em cotas baixas (tabela 1), o
conteudo de a-tocoferol foi dos menores encontrados, o que resulta em rejeitar as duas
hipdteses formuladas, ou seja, a correlagcdo entre espécies deciduas ou Perenifolias ndo ¢
estatisticamente significativa, da mesma forma que o conteudo de a-tocoferol observado
nas folhas das diferentes espécies ndo estd significativamente relacionado ao tempo de
inundacdo a que cada espécie estd sujeita no ambiente natural.

Para tentar entender melhor o que ocorre com as folhas e a producdo de a-
tocoferol, faz-se necessario a realizagdo de um experimento induzindo espécies
Perenifélias a submersao para verificar se, sob tais condi¢des, havera incremento no
conteudo de a-tocoferol ou se os valores observados em condi¢des ambientais de casa de

vegetacao permanecem os mesmos (tema do capitulo 3).

2.6.2 Taxa de Crescimento

Cecropia latiloba (pioneira dos primeiros estagios sucessionais € colonizadora de
cotas baixas) e Nectandra amazonum (secunddria amplamente distribuida), fugiram
completamente das estratégias popostas por Parolin (2002). Contudo, ¢ importante notar
que no referido trabalho, embora tenha sido acompanhado o numero consideravel de 31
espécies, o crescimento em altura das plantas foi observado durante apenas 11 semanas. De
acordo com Wittmann et al. (2002) e Schongart (2003), nas cotas mais baixas do gradiente
a inundagdo chega a 230 dias por ano, restando 4,5 meses (mais de 20 semanas) de fase
terrestre, periodo no qual as plantas podem crescer antes da subida das aguas.

Quando observadas as primeiras 11 semanas (77 dias) de crescimento das espécies
(Parolin 2002), apenas duas espécies alcangaram mais de 30 cm de altura, foram elas
Nectandra amazonum e Macrolobium acaciifolium, ambas espécies de ampla distribui¢do
no gradiente de inundacdo e nao restritas a cotas elevadas.

Dentre as 19 espécies acompanhadas no presente estudo, apenas duas sdo restritas a
varzea alta, Apeiba glabra e Erythrina fusca. A espécie E. fusca mostrou crescimento
rapido alcangando alturas acima de 1 m em 180 dias de observagdo, corroborando a
postulag¢do de Parolin (2002). Entretanto, 4. glabra, até¢ 150 dias de observagdo, nao havia

alcancado sequer 60 cm, porém, apds esse periodo, aos 180 dias, sua altura média era
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proxima a 1 metro. Considerando que, de acordo com o tempo de inundagdo para
diferentes cotas observadas por Wittmann et al. (2002) e Schongart (2003), na varzea alta o
tempo de inundacdo ¢ em torno de 50 dias ao ano, esta espécie teria um periodo maior que
210 dias para crescer e fugir da submersdo, tempo maior, inclusive, do que o periodo de
observagao do presente estudo.

Embora as taxas de crescimento em condi¢des artificiais (casa de vegetacdo)
possam ndo reproduzir exatamente a mesma velocidade de crescimento verificada para
uma dada espécie no ambiente natural, para predizer que as taxas de crescimento estdo
relacionadas a situagdo das plantas no gradiente de inundagao, ¢ necessario um periodo de
observagoes igual a duracao da fase terrestre na natureza, ou seja, no minimo 20 semanas

(150 dias).

2.6.3 Conteudo de Tococromanois e Taxa de Crescimento

As plantas mostraram maior relagio do contetdo de a-tocoferol com o
crescimento, do que com a posi¢do das plantas no gradiente de inundagdo. A relagdo entre
as taxas de crescimento e conteido de a-tocoferol foi estatisticamente significativa, ou
seja, a maioria das espécies de crescimento lento apresentam maior conteido de o-

tocoferol, quando comparadas as espécies de crescimento rapido (figura 14). Isto corrobora

O~

a teoria de Janiszwska & Pennock (1976), de que presumivelmente, o a-tocoferol

O~

consumido rapidamente pelas espécies de crescimento rapido e a sintese deste composto
processada de forma igualmente répida.

J. Falk (com. pess.) considera que espécies de crescimento rapido apresentam maior
conteudo de dgua em suas folhas do que espécies de crescimento lento, o que acarretaria
em uma quantidade menor de a-tocoferol por unidade especifica de area foliar.

Contudo, ha algumas espécies que nao podem ter seu crescimento relacionado ao
conteudo de a-tocoferol como mencionado por Janiszwska & Pennock (1976), uma vez que
apresentam crescimento lento e baixo contetido de a-tocoferol. Neste sentido, o exemplo

mais destoante ¢ a espécie Annona cf. hypoglauca, que pode ser considerada como

completa excecdo a relagdo entre conteudo de a-tocoferol e taxa de crescimento.
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2.6.4 Conteudo de Tococromandis no Latex

Como observado no screening das folhas, o a-tocoferol ¢ uma forma comum as trés
espécies Garcinia brasiliensis, Hevea brasiliensis € Tabernaemontana siphilitica. Tupy &
Resing (1968) citam que no latex de H. brasiliensis o principal agticar de ocorréncia ¢ a
sacarose, cujo transporte ¢ atribuido ao a-tocoferol (Hofius et al. 2004). H. brasiliensis
possui ainda o a-tocotrienol encontrado em maior quantidade do que a forma a-tocoferol,
fato contrario ao descrito em literatura (Munné-Bosch & Alegre 2002), onde o a-T ¢
sempre a forma predominante (Goffman et al. 1999, DellaPenna 1999). Além desta forma
ocorre também o y- tocotrienol.

No latex de G. brasiliensis as formas encontradas em maior quantidade sdo -
tocotrienol e d-tocotrienol, alcancando valores de uma escala de magnitude 1000 vezes
maior do que as das demais formas. Valores desta natureza, proximos a 9 pg cm™, nio
foram descritos em literatura anteriormente, pois de acordo com Whittle et al. (1966) o
maior valor encontrado de 8-tocotrienol foi 4,2 mg cm™ no latex de H. brasiliensis. Hess
(1993) cita ainda que os mais altos niveis de tococromandis sdo usualmente encontrados
em sementes.

Para H. brasiliensis ndo foi observada a ocorréncia de o-tocotrienol neste estudo.
Entretanto, no experimento de Whittle et al. (1966), o latex utilizado foi a forma comercial,
enquanto que no presente estudo a analise foi feita com latex fresco retirado da folha.
Possivelmente, por esse motivo, a composicdo de tococromandis tenha se mostrado
diferente.

E possivel que a grande quantidade de formas e conteudo de tocotriendis
encontradas no latex das espécies estudadas se deva a funcdo antioxidante destes
compostos, uma vez que segundo alguns autores estas formas de vitamina E tém agdo
similar ou até melhor do que os tocoferois (Kamal-Eldin & Apelqvist 1996, Kamat et al.
1997).

Algumas familias botanicas sdo conhecidas por apresentar latex, como ¢ o caso das
duas espécies em estudo que pertencem a familia Apocynaceae (Tabaernamontana
siphilitica) e Clusiaceae (Garcinia brasiliensis), ¢ dentre as fungdes atribuidas ao latex
produzido estd a de bloquear ferimentos, além de ter papel relevante na defesa e protecao

contra microorganismos e herbivoros (Castro & Machado 2003). Camara et al. (2002)
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investigaram o latex de Clusia grandiflora, outra Clusiaceae, ¢ encontraram derivados de
tocoferol que possuem agdo antimicrobiana contra trés microorganismos distintos.

Em florestas de varzea, as espécies sofrem herbivoria e predacdo de folhas,
inclusive plantulas (Ziburski 1991), especialmente no inicio da fase aquatica quando
muitos grupos de insetos terrestres migram para a copa das arvores para fugir da inundagdo
(Adis 1984), o que explicaria a necessidade de producdo de defesa quimica das plantas que
habitam as matas inundaveis, especialmente nas fases mais jovens e vulneraveis de seus

ciclos de vida.

2.7 Conclusoes

- Para enquadrar as espécies da floresta de varzea em um padrio de crescimento
relacionado ao escape ou a tolerancia a submersao prolongada, sdo necessarios estudos que
envolvam ndo apenas um grande nimero de espécies, mas um periodo amostral superior ao

tempo disponivel para o estabelecimento nas diferentes cotas.

- O conteudo de a-tocoferol € varidvel para as diferentes espécies e esta mais relacionado a
taxa de crescimento do que com a posicdo ocupada pelas plantas de cada espécie no

gradiente de inundacdo ou a estratégia de manutenc¢do ou perda de folhas.

- O Latex das espécies de varzea apresenta tanto tocoferdis quanto tocotrienois, porém a
espécie Garcinia brasiliensis contém tococromandis em quantidade e formas maior do que

o das demais.
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3. Experimento em Camaras Climaticas

3.1 Introducio

Nas florestas inundaveis da bacia amazonica, os organismos passam por periodos
de inundagdo que variam de poucos a muitos meses. Junk et al. (1989) postularam a teoria
do “Pulso de Inundacao” (The Flood Pulse Concept), na qual os autores consideram que
este pulso ¢ a maior for¢a controladora da biota nas florestas inundaveis, e, o fato de as
inundacdes serem ciclicas, possibilitou aos organismos o surgimento de diversas
adaptagOes e estratégias para utilizar eficientemente as fases aquatica e terrestre. Segundo
os mesmos autores cada planta tem sua posi¢do 6tima no gradiente, este 6timo, entretanto,
pode variar com a mudanga de fatores tais como: estabilidade, estrutura, fertilidade do
substrato, nivel da 4gua no solo, e processos biogénicos. E importante ainda notar que o
impacto da inundagdo ¢ diferenciado para os distintos estdgios de desenvolvimento pelos
quais passa uma planta ao longo de sua vida.

Em funcdo da inundacdo periddica decorrente do trasbordamento dos rios na
época da cheia, a agua pode invadir centenas de metros mata a dentro. Por esta razao,
plantas de pequeno porte, plantas jovens e plantulas provenientes de sementes recém
germinadas permanecem em condi¢cdes de submersdo por varios meses seguidos, o que
implica muitas vezes na auséncia total de luz, em conseqiiéncia da grande turbidez das
aguas dos rios barrentos (Coutinho & Struffaldi 1971). A penetragdo de luz nestes rios ¢
limitada, apenas entre 25 e 40 cm de profundidade, medidos com disco de Secchi (Sioli
1984).

Durante a fase aquatica, com uma inundacdo média de 5 m de coluna de agua
(Wittmann et al. 2004), as plantulas e individuos jovens ficam completamente submersos,
enquanto que arvores ficam com parte do tronco alagado, mas as copas permanecem acima
do nivel da 4gua (Waldhoff er al. 1998). Desta forma, as plantulas, quando comparadas a
individuos adultos, sofrem maior impacto causado pela inundagao.

Klinge et al. (1990) comentam que para colonizar os habitats de florestas
inundaveis, a fase mais critica para a regeneracdo ¢ o estabelecimento de plantulas. A
submersao completa ¢ um fator relevante para o estabelecimento. Com a alta oscilagdo no
nivel do rio, plantas no inicio do estabelecimento ndo podem evitar um periodo mais ou

menos prolongado de submersdo total (Parolin 2001), que, dependendo da cota da
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inundacao, pode passar de 6 meses ao ano (Junk 1989, Oliveira 1998, Wittmann et al. 2002
e 2004), como ja visto para algumas espécies no capitulo 2. Além disso, no ambiente
natural estes individuos suportam a alta dindmica geomorfologica associada aos rios, que
envolve processos de sedimentagdo e erosdo (Junk 1984, Puhakka et al. 1993).

A situagdo das plantulas e individuos juvenis nestas florestas durante a fase
aquatica ¢ de total auséncia de luz, a coluna de 4gua estd sobre toda a planta, o oxigénio
estd reduzido, e a sedimentagdo pode até cobrir toda a planta (Coutinho & Struffaldi 1971,
Junk 1984, Waldhoff ef al. 1998 & Parolin 2002).

Por outro lado, quando se fala de florestas inundaveis na Amazonia, ndo se imagina
que plantas possam sofrer com a falta de agua, entretanto, segundo Junk (1989) e Junk &
Piedade (1997), um dos fatores mais importantes que afetam a distribuicdo de espécies nas
comunidades destas florestas ndo ¢ s6 a duragdo da fase aquatica, mas também a duragdo
da fase terrestre.

Durante a fase terrestre, que pode variar de alguns dias a alguns meses, plantulas e
espécies herbaceas que colonizam areas abertas podem sofrer fortemente com a estacao de
estiagem. Esta pressdo ambiental, varia em func¢do da quantidade de dgua que o solo
consegue reter, e da distribui¢ao de chuvas ao longo deste periodo, uma vez que o padrdo
de chuvas pode variar fortemente de ano para ano (Junk & Piedade 1997).

Na Amazonia Central a precipitagdo anual média ¢ de 2100 mm, ocorrendo um
periodo seco bem distinto entre junho e novembro, com chuvas abaixo de 100 mm ou até
50 mm por més (Schongart et al. 2002). Diante deste quadro, existe uma questdo
intrigante: como pode uma plantula sobreviver, sob tais condi¢oes, de uma fase
aquatica a outra?

A partir desta pergunta, e com a finalidade de contribuir com o conhecimento sobre
os condicionantes ambientais para o estabelecimento nas florestas de varzea, este estudo
objetivou eleger, dentro do universo de fatores que afetam a sobrevivéncia destas plantas
neste ambiente, a questdo da producdo de tococromandis como possiveis auxiliares na
tolerancia as condi¢des impostas pelo ambiente.

Além da indispensavel fun¢do antioxidante do a-tocoferol, detalhada no capitulo 1,
Kruk et al. (2005) apresentam a idéia de que em condic¢des de fotoinibi¢do o a-tocoferol
atua especialmente como um eliminador de oxigénio singleto no fotossistema II de forma a

prevenir o estresse oxidativo.
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Deste modo, considerando suas fungdes, os niveis de a-tocoferol mudam
diferencialmente em resposta as limitagdes ambientais, dependendo da magnitude do

estresse e da sensibilidade de cada espécie ao estresse (Munné-Bosch 2005).

3.2 Objetivos

Com o objetivo de verificar a tolerancia de trés espécies a condigdes controladas de
possivel estresse, realizou-se um experimento mediante a simulagdo das condi¢des do
ambiente natural.

Para a realizagdo deste estudo foram selecionadas trés espécies arbdreas do estagio
sucessional secundario de florestas de varzea: Garcinia brasiliensis Mart. (Clusiaceae),
Laetia corymbulosa Spruce ex Benth. (Flacourtiaceae) e Pouteria glomerata (Miq.) Radlk.

(Sapotaceae).

3.2.1 Objetivos Especificos:

a) verificar os efeitos da inundacdo, escuro e seca nas trés espécies no conteudo de
vitamina E e compara-los com aqueles encontrados no screening.

b) medir a fluorescéncia de clorofila a em cada uma das condigdes impostas as
plantas;

c) observar possiveis variagdes anatdmicas em folhas de mesmo estigio de
maturagdo sob duas condi¢des: plantas submetidas a inundagdo artificial por 4 meses e
plantas de casa de vegetagao.

d) quantificar a producdo de folhas nos tempos inicial e final do experimento e

observar a recuperagdo das plantas apds a saida das camaras climaticas;

3.3 Hipoteses

Considerando os objetivos acima descritos foram elaboradas as seguintes hipdteses:

a) O contetido de vitamina E serd maior nas folhas das plantas que se encontram
sob a condi¢do de submersao.

b) O contetido de a-tocoferol aumentara com o tempo de exposi¢ao das plantas aos

tratamentos.
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c) A relagdo Fv/Fm serd menor nas plantas que se encontrarem sob condigdes de
escuro e submersao.
d) Ocorrerdo alteragdes na anatomia foliar das trés espécies em funcdo da

inundacdo e da auséncia de luz.

3.4 Material & Métodos

3.4.1 Casa de Vegetacio

Dentre as 19 espécies da varzea amazodnica disponiveis em casa de vegetacao
(conforme lista constante no capitulo 2), foram selecionadas as espécies para o
experimento de inundacdo artificial. A escolha das espécies foi feita em funcdo de 2
motivos: 1) espécies que mantém as folhas sob condigdes de inundacdo (perenifdlias); e 2)
numero de individuos suficiente para realizagdo do experimento.

Isto foi necessidrio uma vez que os pardmetros a serem monitorados neste
experimento foram o conteido de tococromandis, que sdo encontrados em maior
quantidade nas partes verdes das plantas (Munné-Bosch & Alegre 2002), e medidas de
fluorescéncia da clorofila a. Apenas 3 espécies atenderam aos requisitos descritos acima:
Garcinia brasiliensis, Laetia corymbulosa e Pouteria glomerata.

Neste estudo trabalhou-se com plantas juvenis com menos de um ano de idade,
pois, no ambiente natural, este é o estagio no qual as plantas, apos a germinagdo, sofrem
mais severa e prolongada exposi¢ao a inundacao total, em funcdo de sua altura, mesmo
aquelas espécies que crescem rapido e atingem 70 a 80 cm de altura durante a fase
terrestre. Todavia G. brasiliensis e P. glomerata, mesmo ao final do experimento, ainda
apresentavam a semente junto a raiz, o que as caracteriza como plantulas no sentido

fisiologico.

3.4.1.1 Contagem e Marcac¢ao das Folhas

Antes de iniciar o experimento, todas as folhas de cada planta receberam uma
plaqueta plastica com numero de identificagdo, para possibilitar o reconhecimento das
folhas formadas apds o inicio do experimento (figura 1).

Apds o término do experimento, as plantas que se encontravam nas camaras
climaticas foram levadas de volta a casa de vegetacdo e verificou-se sua capacidade de

recuperagao em fun¢do da producao de folhas novas. A contagem do nimero de folhas foi
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feita no dia 0 (zero), com as plantas ainda na casa de vegetagao, bem como ao final do

experimento, um més apos seu retorno das camaras climaticas, dia 169.
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Figura 1. Plantulas em casa de vegetagdo, individuos de Garcinia brasiliensis (A), detalhe

da marcagao nas folhas de Pouteria glomerata (B) aspecto geral das duas espécies (C).
3.4.2 Camaras Climaticas
O experimento denominado “inundagdo artificial” foi montado utilizando-se duas

cAmaras climaticas na Universidade de Kiel. Cada cAmara mede 7m’ de area, € nelas é

possivel controlar as condi¢des de luz, umidade e temperatura (figura 2).
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Figura 2. Vista externa da Camara Climatica, mostrando painel de controle das condigdes
ambientais a direita (A), e vista interna com as plantulas e os tanques para o experimento

de inundacdo artificial (B).

3.4.2.1 Camara Climatica 1

A Camara climatica 1 foi utilizada para manter as plantulas sob duas condig¢des
distintas: Inundacao Artificial ¢ Escuro

Os tratamentos foram montados em 4 réplicas, com 12 plantulas por tratamento,
quatro individuos por espécie (figura 3). Nesta cdmara ficaram dois tratamentos distintos,
a) inundacgao artificial seguida de total auséncia de luz e b) sem inundacao seguida de total
auséncia de luz, ficando os tratamentos denominados como acima escrito: a) Inundagao

Artificial e b) Escuro (figura 3).
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Casa de Vegetacao

Controle
Sem Inundagao
12 horas de luz diaria A

Camara Climatica 1

Inundagao
¢ Escuro

Escuro
Sem Inundagao

Camara Climatica 2
Seca

Sem Inundacgao
12 horas de luz diaria C
Umidade 45 + 5%

Pouteria glomerata \E’ Garecinia brasiliensis

Laetia corymbulosa D

experimento (D).

Figura 3. Esquema mostrando a situa¢do das plantas durante o experimento. Plantas na
casa de vegetacdo (A); os dois grupos de plantas na cdmara climéatica 1, um sob inundagao
artificial total e escuro, e outro apenas sob condi¢do de escuro (B); plantas na camara

climatica 2, sob condi¢des de seca (C); legenda indicando as trés espécies utilizadas neste
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As condigdes nesta camara foram as seguintes: temperatura a 28°C, umidade
relativa de 80%, luminosidade de 110 a 170 pmol m™ s, provida por 60 tubos fluorescentes
(1,5 m de comprimento) com 12 horas de fotoperiodo até a inundacdo completa das
plantas. Apdés 24 horas de submersdo das plantulas, as luzes foram desligadas e
permaneceram assim por 120 dias.

O experimento de inundagdo artificial foi desenhado de forma a simular o que
ocorre em condi¢des naturais. Foram instalados quatro tanques com capacidade de 500 L
cada um, equipados com filtros de movimentacdo da agua, um para cada tanque. Em cada
tanque foram colocados 3 individuos, um de cada espécie (figura 3), e a submersao se deu
de forma gradativa com o nivel da agua subindo 10cm/dia (figura 4). Apds 24 horas de
completa submersdo das plantulas, a luz foi desligada e esta condi¢cdo de escuro durou 4
meses. Ao final destes 4 meses a descida da dgua também foi gradativa, baixou os
primeiros 10 cm e 24 horas apds a descida da agua a luz foi religada.

A condicdo de escuriddo s6 foi imposta as plantas apos 13 dias de inundacao,
assim, a partir da imposi¢do do escuro as plantas, as datas de coleta de material foliar
foram estabelecidas: ap6s 24 horas sem luz, uma semana, um més e assim por diante. Nos
graficos sera usado o periodo referente a duracao da escuriddo, conforme o periodo de
coletas estabelecido (30 dias de escuridao = 43 dias de inundagao) (tabela 1).

Nesta camara, foi colocado um segundo grupo de plantulas com o mesmo niimero
de individuos por espécie (n=4), que ficaram fora dos tanques (figura 3). Estas plantas
receberam rega uma vez ao dia, pela manha.

Como grande parte do experimento foi realizada no escuro, as coletas de material
foliar durante o periodo de escuriddo foram feitas com luz verde. Para evitar confusdes no
momento da coleta, ao vaso de cada espécie foi amarrado um fio colorido que se repetia
nos quatro tanques, para G. brasiliensis vermelho, para L. corymbulosa amarelo e para P.

glomerata azul (figura 4).
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Figura 4. Tanques plasticos de 500 1 onde foram alocadas as plantas para experimento de
inundagdo artificial, antes do inicio da inundag¢do (A), apés os primeiros 10 cm de
inundacdo (B), completamente submersas (C) e apds 4 meses de inundagdo a descida

gradativa da agua (D).

3.4.2.2 Camara Climatica 2

A Camara climatica 2 foi utilizada para manter as plantulas sob a condigdo de
controle, mantendo as mesmas condi¢des da camara climatica 1, entretanto, sem inundagao
e sem a retirada de luz. Porém, passados 30 dias de experimento observou-se que o aspecto
das plantas ndo correspondia ao esperado no controle, isto indicava que as condigdes nao
eram as ideais. Assim, decidiu-se medir a temperatura, a umidade e a luz dentro da camara
por 72 horas em intervalos de 5 minutos (SQUIRREL METER/LOGGER 1000 series
Grant Cambridge, Reino Unido). Ao final deste periodo descobriu-se que o controle de
umidade relativa estava quebrado e as condig¢des vigentes de umidade ndo poderiam ser
alteradas. As plantas, até aquele momento, encontravam-se sob baixa umidade relativa,
metade da umidade existente na cdmara climatica 1. Dadas as condigdes, a partir dai,
considerou-se que este passaria a ser um tratamento de seca.

As condi¢des da camara climatica 2 foram as seguintes: a temperatura de 28°C, a

umidade relativa variando entre 40 a 50 %, a luminosidade de 110 a 170 pmol m™ s
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providos por 60 tubos fluorescentes (1,5 m de cumprimento) com 12 horas de fotoperiodo,
durante todo o experimento.
Na camara climatica 2 foram colocadas 12 plantulas, quatro individuos por espécie

(figura 3). Estas plantas receberam rega uma vez ao dia pela manha.

3.4.2.3 Coleta de Material Foliar

Para medir o contetido de vitamina E existente nas folhas das plantulas, foram
retirados cilindros da lamina foliar com 0,78 ¢cm” de area. Em cada individuo foram
amostradas 3 folhas e de cada folha um cilindro foi retirado. Ao todo, em cada dia de
coleta foram feitas 12 amostras por espécie e 36 amostras por tratamento.

O procedimento para extracdo de tococromandis foi o mesmo descrito
anteriormente para o “Screening” (capitulo 2).

Como ¢ possivel que o conteudo de vitamina E varie com as mudancas de
condi¢des ambientais das plantas, tais como a intensidade luminosa, ou com a quantidade
de 4gua disponivel, entre outros fatores (Munné-Bosch & Alegre 2002), as amostras foram
coletadas levando-se em consideragdo os possiveis periodos de eventuais modificagdes na
quantidade de tocoferois e tocotrienois produzidos (tabela 1).

Em todas as condigdes em que se encontravam as plantas a agua utilizada foi de
chuva, tanto para a inundacdo artificial, quanto para a rega das plantas que se encontravam
fora dos tanques.

Ao final da inundacdo as plantas permaneceram fora dos tanques por 5 dias na
camara climatica e em seguida retornaram a casa de vegetacao, local de onde haviam saido

no inicio do experimento.
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Tabela 1. Dia referente a cada coleta. A partir do 14° dia as coletas foram vinculadas ao
periodo em que as plantas se encontravam sem luz. Ao final do experimento nas camaras

climaticas, acompanhou-se a recuperagdo das plantas na casa de vegetagao.

Dia de coleta Condi¢ao da Inundacao Condic¢ao de Luz

0 Plantas na casa de vegetagao

3 Terceiro dia de inundagao

7 Uma semana de inundagao

10 Submersao completa

14 24 horas de escuro
21 Uma semana de escuro
30 Um més de escuro
60 Dois meses de escuro
90 Trés meses de escuro
120 4 meses de escuro
123 Diminui¢do de 20 cm na coluna de agua 24 horas com luz
125 72 horas com luz
132 Plantas sem inundagao

139 Dois dias na casa de vegetacao

169 Um més na casa de vegetacao

3.4.3 Fluorescéncia da Clorofila a

Simultaneamente as coletas para medidas de contetido de vitamina E, foram feitas
medidas de fluorescéncia da clorofila @ com Pulse Amplitude Modulation (PAM),
utilizando-se “DIVING PAM Underwater Fluorometer 2000” (WALZ, Alemanha), com
capacidade para medidas embaixo da dgua. As folhas escolhidas para tais medidas foram
as mesmas das quais se retirou amostras para analise do contetdo de tococromandis € o n
amostral também foi o mesmo, trés folhas por individuo.

O parametro investigado foi a razdo F\,/F,: eficiéncia intrinseca (Maxwell &
Johnson 2000) ou a capacidade fotoquimica corrente do fotossistema II - PSII (Bolhar-
Nordenkampf & Gotzl 1992), onde F, ¢ a fluorescéncia varidvel (fluorescéncia minima
(Fyp) menos fluorescéncia méxima (F,). F\/F, ¢ um pardmetro que mede o maximo relativo
da taxa de transporte de elétrons (ETRumax) do PSII (Krause & Weis 1991; Schreiber et al.
1994).

Durante as medidas foram utilizados “clips” (Dark Leaf Clip DIVING-LC WALZ

Alemanha), para impossibilitar qualquer passagem de luz, ou seja, adaptar as folhas ao
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escuro. Os clips foram colocados na lamina foliar e ap6és 30 minutos foram feitas as
medidas com o PAM 2000.

Em plantas verdes, o maximo quantum produzido do Fotossistema II ¢ observado
apos a adaptagdo ao escuro, quando todos os centros de reagdo estdo abertos (receptores
primarios oxidados) e a dissipacao de calor ¢ minima. Assim, a satura¢ao induz a maxima
fluorescéncia produzida, Fm, e a maxima fluorescéncia variavel, Fv, sendo que AF/Fm =
Fv/Fm ¢ méximo. O Fv/Fm como uma real medida do potencial de quantum produzido
pelo fotossistema II, ¢ diminuido pela inibi¢do dos centros de reagdes do fotossistema II,
causando aumento da dissipagdo de calor. Neste contexto a fotoinibi¢ao € particularmente
relevante.

O valor da capacidade fotoquimica corrente Fv/Fm foi calculado de acordo com
com Bolhar-Nordenkampf & Gotzl (1992), onde, folhas saudéveis normalmente
apresentam valores F,/F,, entre 0,6 ¢ 0,8, ¢ valores abaixo indicam dano estrutural no PSII

calculado. Estes danos podem ser reversiveis, acima de 0,3 ou irreversiveis abaixo de 0,3.

3.4.4 Analise Microscopica da Anatomia Foliar

Das trés espécies utilizadas, foram coletadas partes da lamina foliar na regiao
mediana, de plantas que estavam a 140 dias completamente submersas;
concomitantemente, foram coletadas parte da ldmina foliar de plantas da mesma espécie
que permaneceram na casa de vegetagao (controle).

Apo6s 140 dias de experimento, as plantas ja haviam sofrido a inundacao gradativa
até a completa submersdo e passado por 120 dias de escuriddo na camara climatica, e,
mesmo havendo iniciado a descida gradativa da coluna de 4gua, todas as partes da lamina
foliar coletadas foram de folhas que ainda permaneciam submersas.

Para a fixagdo quimica do material os pequenos pedagos cortados da lamina foliar
foram colocados em solucdo de 2% de paraformaldeido, 2,5% glutaraldeido 0,1 M,
tampao cacodilo 0,2 M. A infiltracdo durou 10 minutos em 400 mbar em 4°C. Para as
coletas de lamina foliar foram usadas trés plantas de cada espécie e trés folhas por
individuo.

Os cortes anatomicos foram feitos em Ultramicrétomo (UCT, Leica, Bensheim,
Alemanha), corados em azul de Toluidina (0,05 %) e analisados em microscopio Optico
Microscopio-camera-software-Leica (Leica DMLS Mikroskop, Camera Leica DC 300F,

Software Leica Image Maneger- Heerbrugg, Suiga).
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3.4.5 Raizes Adventicias em Folhas

Com o fim do periodo de escuriddo na cdmara climatica 1, observou-se que
algumas folhas de L. corymbulosa haviam formado raizes adventicias. Como até este
momento nao havia registro em literatura de qualquer espécie arborea de varzea produzir
tal tipo de estrutura nas folhas, estas foram plantadas.

O plantio das folhas foi feito em terra TKS2 Instant, misturada a pequenas bolas de
poliuretano, para possibilitar maior aera¢do do solo e ajudar a fixagdo das raizes ao solo. A
terra foi disposta em bandeja plastica e coberta com tampa plastica perfurada para ajudar a

manter a umidade (figura 5).

~PQll|

Rl | ¥
R | -

Figura 5. Plantio das folhas encontradas nos tanques com formagao de raizes adventicias.
Detalhe das folhas e da terra misturada ao poliuretano (A), e bandeja coberta com tampa

perfurada para a manutencao da umidade (B).

3.4.6 Analise de Dados

Foi aplicado o teste de Tukey (a < 0,05 ), para comparagao entre os 4 tratamentos.
Para as espécies Pouteria glomerata e Laetia corymbulosa, em algumas datas, ndo foi
possivel realizar o teste para os tratamentos escuro e seca, pois as plantas haviam perdido
as folhas. O mesmo ocorreu para a espécie Garcinia brasiliensis no tratamento seca apos
90 dias de experimento, embora a espécie nao tenha perdido as folhas, o aspecto nio era o
mesmo das plantas dos demais tratamentos, por este motivo ndo se procedeu mais a coleta

de material.
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Para verificar se o tempo afetava o conteido de a-tocoferol ou 3-tocotrienol dentro
de cada tratamento, foi aplicado o teste ndo paramétrico de Friedman.

O programa SYSTAT 10.2 foi utilizado para todas as analises deste experimento.

3.5 Resultados

3.5.1 Conteudo de o-tocoferol entre os Tratamentos

As analises estatisticas foram feitas para todos os dias de coleta, entretanto nao
houve diferenga significativa para a maioria dos dias, quando se compara os diferentes
tratamentos em cada uma das espécies. Assim, alguns dias foram selecionados para
demonstrar graficamente os resultados, foram eles: 0, 30, 120, 125, 139 ¢ 169 dias de
experimento.

No dia zero, ndo houve diferenga significativa do conteudo de a-tocoferol para as
trés espécies, visto que nesta data todas as plantas se encontravam na casa de vegetacao, e
possuiam em média menos de 3 pg cm™ de a-tocoferol (figuras 4 A, 5 A e 6 A).

Na espécie Garcinia brasiliensis os testes mostraram diferengas significativas nos
dias 120, 125 e 169. No dia 120 as plantas da casa de vegetacdo apresentaram maior
conteudo de a-tocoferol do que as plantas do escuro e da inundacgdo. No dia 125 as plantas
da casa de vegetagdo apresentaram maior conteido em relagdo as plantas da inundagao.

Um més apos o final do experimento, no dia 169, as plantas da casa de vegetagao e
as plantas do tratamento de seca apresentaram maiores contetidos em relacdo as plantas
que se encontravam no escuro; os dois grupos de plantas mostraram valores maiores do
que 6 pg cm™ de a-tocoferol (figura 6).

Aos 15 dias de inundagdo a espécie Laetia corymbulosa apresentou diferenga
significativa no contetido de a-tocoferol quando comparada as plantas do tratamento seca.
Valores significativamente diferentes s6 foram observados novamente no dia 169, quando
as plantas do tratamento escuro e do tratamento seca ja haviam produzido novas folhas. As
plantas que haviam sido submetidas a inundagdo apresentaram valores proximos a 6 ug
cm™ de a-tocoferol, seguidas pelas plantas que permaneceram na casa de vegetagio com
valores pouco superiores a 3 pg cm™ ( figura 7).

Em Pouteria glomerata o conteudo de a-tocoferol variou significativamente entre

as plantas da casa de vegetag@o e as plantas sob inundacdo dos dias 120 a 139. Mesmo
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ap6s um mes de retorno a casa de vegetacao, as plantas que ficaram sob inundagdo, escuro
e seca apresentavam valores inferiores estatisticamente diferentes das plantas que nunca

sairam da casa de vegetacdo (figura 8).

3.5.2 Conteudo de d-tocotrienol entre os Tratamentos

Laetia corymbulosa e Garcinia brasiliensis apresentam d-tocotrienol nas folhas,
entretanto em G. brasiliensis os valores sdo em escala igual ou superior ao a-tocoferol,
enquanto que em L. corymbulosa sio os valores sio inferiores a 0,5 ug cm™ em todos os
tratamentos realizados, sem variagdes estatisticamente significantes.

Na espécie G. brasiliensis, o conteido de O-tocotrienol, da mesma forma que
ocorreu para a-tocoferol, ndo mostrou diferenca significativa entre os tratamentos no dia 0
(zero), quando todas as plantas ainda se encontravam na casa de vegetagao.

Para esta forma de vitamina E ndo houve diferengas significativas entre os
tratamentos mesmo avaliando-se cada um dos dias de coleta. Contudo, a partir do dia 125 o
conteudo de o-tocotrienol nas plantas da casa de vegetacdo foi sempre o menor entre os

tratamentos (figura 9), exatamente o oposto do que ocorreu com o a-tocoferol.
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Figura 6. Concentrac¢do de a-tocoferol em Garcinia brasiliensis, valores médios com erro
padrdo (n = 4). Os numeros 0, 30, 120, 125, 139, 169 correspondem aos dias de coleta
durante o experimento. Médias com letras iguais ndo sao significativamente diferentes de

acordo com teste de Tukey (a < 0,05).
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Figura 7. Concentra¢do de a-tocoferol em Laetia corymbulosa, valores médios com erro
padrao (n = 4). Os nameros 0, 15, 120, 125, 139, 169 correspondem aos dias de coleta
durante o experimento. Médias com letras iguais ndo sdo significativamente diferentes de

acordo com teste de Tukey (a < 0,05).
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Figura 8. Concentracdo de a-tocoferol em Pouteria glomerata, valores médios com erro
padrdao (n = 4). Os nameros 0, 30, 120, 125, 139, 169 correspondem aos dias de coleta
durante o experimento. Médias com letras iguais ndo sdo significativamente diferentes de

acordo com teste de Tukey (a < 0,05).
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Figura 9. Concentragdo de d-tocotrienol em Garcinia brasiliensis, valores médios com erro
padrdo (n = 4). Os numeros 0, 30, 120, 125, 139, 169 correspondem aos dias de coleta
durante o experimento. Médias com letras iguais ndo sao significativamente diferentes de

acordo com teste de Tukey (a < 0,05).
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3.5.3 Conteudo de a-tocoferol — Influéncia do Tempo

Garecinia brasiliensis

A andlise da interferéncia do tempo sobre o conteudo de a-tocoferol produzido
pelas plantas que se encontravam no tratamento seca mostra que hd um aumento
significativo deste antioxidante (p < 0,05) conforme passa o tempo; em 90 dias, as plantas
que apresentavam valores em torno de 2 pug cm™, alcangaram valores proximos de 6 pg
cm™ (figura 10 A).

J& as plantas que se encontravam no escuro nao mostraram diferenca significativa
mesmo apos 90 dias do inicio do experimento, com valores oscilando entre 2 ¢ 4 pg cm™.

No tratamento de inundacdo artificial, observa-se um decréscimo leve, porém
continuo, no contetido de a-tocoferol com o passar do tempo, de pouco acima de 2 pg cm™
para 1,7 pg cm™ aos 90 dias. H4 um aumento aos 21 dias (uma semana sem luz), mas em
seguida os valores continuam diminuindo. O aumento do tempo de exposi¢ao a inundagao
€ ao escuro ndo se mostrou significativo para este tratamento.

Até os 90 dias, o conteudo de a-tocoferol nas plantas que se encontravam
submersas e no escuro foi 0 menor em comparagdo aos demais tratamentos (figura 10 A).

No periodo de 123 a 169 dias ndo houve interferéncia significativa do tempo no
contetdo de a-tocoferol em qualquer dos trés tratamentos analisados, entretanto, observou-
se que, tanto as plantas que estavam no escuro quanto as plantas que estavam inundadas,
aos 139, dois dias apos serem transferidas da camara climatica para a casa de vegetacao,
apresentaram o contetido de a-tocoferol aumentado com valores proximos a 6 pg cm™ nas
plantas do tratamento escuro e proximos a 5 pg cm™ nas plantas do tratamento inundacio
artificial (figura 10 B).

As plantas que permaneceram na casa de vegetagdo mostraram contetidos de o-
tocoferol maiores do que as plantas que estavam nas camaras climaticas, a partir do dia 125

variando entre 5,7 a 7 pg cm™ (figura 10 B).

Laetia corymbulosa

Ao contrario de G. brasiliensis, nesta espécie as plantas do tratamento de
inundagdo, mostraram conteudo de a-tocoferol maior do que as plantas que se
encontravam no tratamento seca, entretanto, estatisticamente o tempo ndo afetou o

contetudo desta forma de vitamina E em nenhum dos dois tratamentos (figura 11 A).
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Quando analisadas as plantas sob submersdao a partir de 123 dias, houve um
aumento crescente (p < 0,05) do conteudo de a-tocoferol, acentuado apds a transferéncia
das plantas para a casa de vegetacio, de 2 a 6 ug cm™ passaram a 5,7 ug cm™ (figura 11

B).

Pouteria glomerata

Nesta espécie, apds 30 dias de experimento, o conteudo a-tocoferol ndo ultrapassou
2 pg cm™ nos trés tratamentos, sendo a inundagdo artificial o unico tratamento onde o
tempo afetou significativamente (p < 0,05) o contetido do a-tocoferol (figura 12 A).
ApoOs o retorno das plantas a casa de vegetagdo, as plantas que se encontravam sob
inundagdo artificial continuaram com valores proximos a 2 pg cm™; ja as plantas da casa
de vegetacdo mostravam aumento significativo (p < 0,05) com o valor maximo alcancado

de 8 pg cm™ aos 169 dias de acompanhamento (figura 12 B).

3.5.4 Conteudo de d-tocotrienol — Influéncia do Tempo

Garcinia brasiliensis

Ao analisar a influéncia do tempo no contetdo de O-tocotrienol,
surpreendentemente, observou-se um aumento significativo (p < 0,05) nas plantas que se
encontravam no tratamento seca, enquanto que ocorreu uma diminui¢do significativa (p <
0,05) nas plantas que se encontravam no tratamento de inundacao artificial. Para as plantas
que se encontravam no escuro, ndo houve influéncia do tempo na producao de o-
tocotrienol (figura 13 A).

A partir de 123 dias de experimento, ndo se observou interferéncia significativa do
aumento do numero de dias de submissdo ao tratamento, em nenhum deles, até 169 dias.
No mesmo periodo, o conteido de d-tocotrienol nas plantas da casa de vegetacdo foi o
menor entre os trés tratamentos, exatamente o oposto do que ocorreu com o conteudo de a-
tocoferol. Observou-se uma inversdo nos conteidos das duas formas para os trés

tratamentos considerados, casa de vegetagdo, inundagao artificial e escuro (figura 13 B).



73

10
A
g 8- -
g tempo (dias)
(®)]
[ |
= 6 1.0
: :
= 7
§ 4 1% 10
T 14
(c‘; " 9
B 60
m 90
0
60&0 6®(:00 6@0@
© N
tratamento
10 T [ [
B
§ 8- -
e
(&]
(®)]
=2 6+ -
o
S Tempo (dias)
3 4 -
9 m 123
_ccb ® 125
ol oL | 132
© = 139
" 169
0
,bc;;bo o\)‘o c.bc;;bo
X\ ¢
OQQ‘Q’Q © \(\\)0
tratamento

Figura 10. Interferéncia do tempo, dentro de cada tratamento, sobre o conteudo de o-
tocoferol na espécie G. brasiliensis. Em A de 0 a 90 dias e em B de 123 a 169, periodo que

inclui a recuperagao das plantas.
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Figura 12. Interferéncia do tempo, dentro de cada tratamento, sobre o contetido de a-
tocoferol na espécie P. glomerata. Em A de 0 a 30 dias e em B de 132 a 169, periodo de

recuperacao das plantas.
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Figura 13. Interferéncia do tempo, dentro de cada tratamento, sobre o conteido de d-
tocotrienol na espécie G. brasiliensis. Em A de 0 a 90 dias e em B de 123 a 169, periodo

que inclui a recuperacao das plantas.
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3.5.5 Fluorescéncia da Clorofila a

Garcinia brasiliensis

A espécie Garcinia brasiliensis foi a inica que manteve as folhas em todos os
tratamentos. A razdo Fv/Fm até os 90 dias de experimento foi proxima a 0,8 para todas as
condicoes.

As plantas do tratamento seca, embora estivessem com as folhas visivelmente
ressecadas (figura 14), ndo mostraram decréscimo na razao Fv/Fm (figura 15).

No tratamento escuro, aos 120 dias, houve um decréscimo de Fv/Fm e, a partir de
123 dias, quando as plantas mostraram fotoinibi¢do, ap6s estarem submetidas a 24 horas de
luz; aos 125 dias foi medido o menor valor, quando as plantulas haviam retornado ha 72
horas a luz. A partir do dia 132 as plantas chegaram a valores em torno de 0,6 e
continuaram a aumentar. Um més ap6s o retorno a casa de vegetagdo, estas apresentavam
valores proximos a 0,8 (figura 15), semelhantes aos das condigdes anteriores aos
tratamentos.

No tratamento de inundagdo artificial observou-se valores variaveis nos dias 7 ¢
138; no dia 7 as plantas ficaram completamente submersas ¢ no dia 138 haviam sido

retornadas ha 2 dias para a casa de vegetagado (figura 15).

Laetia corymbulosa

As plantas que permaneceram inundadas mostraram ligeiro declinio a partir dos 90
dias e aos 123 dias; apds 12 horas de fotoperiodo, alcancaram o menor valor observado
neste tratamento, embora tenham permanecido acima de 0,6 (figura 16 A).

Em Laetia corymbulosa os valores ficaram proximos a 0,8 nos trés tratamentos,
apenas até o décimo dia. No tratamento seca, a partir do 14° dia observou-se um declinio
crescente, € aos 60 dias as plantas apresentaram valores abaixo de 0,6; em seguida a esta
medida as plantas perderam as folhas (figura 16 B).

As plantas do escuro mostraram valores proximos a 0,8 até os 30 dias, aos 60 dias
mostraram leve declinio que continuou a ser observado aos 90 dias, ocasido na qual,

mesmo sem declinio acentuado da razdo Fv/Fm, perderam suas folhas.
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Pouteria glomerata

No tratamento de inundacao artificial até os 30 dias os valores ficaram em torno de
0,8; aos 60 dias iniciou-se um decréscimo continuo e aos 120 dias as plantas mostraram
valores abaixo de 0,6, que se mantiveram até os 123 dias. Entretanto, a partir do dia 125,
apods 72 horas de retorno ao fotoperiodo de 12 horas didrias, o valor j& estava em torno de
0,7, e aos 139 dias apos dois dias de retorno a casa de vegetagdo, voltou a ficar proximo de
0,8 (figura 17 A).

Nos demais tratamentos a razdo Fv/Fm em Pouteria glomerata ficou proéxima a 0,8
durante os primeiros 10 dias de experimento, aos 14 dias as plantas do tratamento seca
mostravam um leve declinio, acentuado aos 30 dias de experimento quando atingiram
valor proximo a 0,6; este valor foi atingido aos 60 dias, data apds a qual as plantas
perderam as folhas (figura 17 B).

As plantas do tratamento escuro mantiveram suas folhas até¢ os 90 dias sem

decréscimo acentuado até esta data.
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Figura 14. Aspecto de uma planta de G. brasiliensis do tratamento seca, apos dois dias de
retorno a casa de vegetacdao (A), parte das folhas apresentavam ressecamento. A mesma
espécie com duas folhas novas (seta), duas semanas ap6s o retorno a casa de vegetacao

(B). A faixa cinza da escala corresponde a 10 cm de altura.
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Figura 15. Valores médios de Fv/Fm no tratamento de inundagdo artificial, durante o
experimento em G. brasiliensis. O eixo secundario de y mostra o nivel da agua nos
tanques, a faixa cinza indica o periodo no qual as plantas ficaram no escuro (A). Valores
médios de Fv/Fm, nos tratamentos de escuro, seca e casa de vegetagdo, a faixa cinza indica

o periodo no qual as plantas do tratamento escuro ficaram sem luz (B).



81

Laetia corymbulosa
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Figura 16. Valores médios de Fv/Fm no tratamento de inundagdo artificial, durante o
experimento L. corymbulosa. O eixo secundario de y mostra o nivel da 4gua nos tanques, a
faixa cinza indica o periodo no qual as plantas ficaram no escuro (A). Valores médios de
Fv/Fm, nos tratamentos de escuro, seca e casa de vegetacdo, a faixa cinza indica o periodo

no qual as plantas do tratamento escuro ficaram sem luz (B).
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Figura 17. Valores médios de Fv/Fm no tratamento de inundagdo artificial, durante o
experimento em P. glomerata. O eixo secundario de y mostra o nivel da agua nos tanques,
a faixa cinza indica o periodo no qual as plantas ficaram no escuro (A). Valores médios de
Fv/Fm, nos tratamentos de escuro, seca e casa de vegetacdo, a faixa cinza indica o periodo

no qual as plantas do tratamento escuro ficaram sem luz (B).
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3.5.6 Analise Microscopica da Anatomia Foliar

Nas plantas que se encontravam na casa de vegetacdo foram observadas folhas
mesofiticas dorsiventrais (Souza 2003, Menezes et al. 2003) para todas as espécies
estudadas (figuras 18 A, 19 A e 20 A).

As folhas que ficaram submersas nas trés espécies estudadas Garcinia brasiliensis,
Laetia corymbulosa e Pouteria glomerata, quando comparadas a folhas de plantas que
permaneceram em casa de vegetacdo, mostraram uma compactagao do espago intercelular.
Os cortes transversais observados em mesmo aumento mostram diferengas na espessura
das folhas (figuras 18, 19 e 20).

A espécie Laetia corymbulosa apresentou diferengas na epiderme foliar quando
comparadas as duas condi¢des. Em plantas da casa vegetagdo observa-se epiderme
uniestratificada com cuticula delgada, logo abaixo uma hipoderme também
uniestratificada, com células globosas e paredes finas. O parénquima paligadico frouxo
esta presente nessa folha com células alongadas e um parénquima esponjoso com reservas
amiléaceas (figura 19 A). Nas plantas que estiveram submersas ndo se observa a presenca
de hipoderme (figura 19 B).

Em plantas de casa de vegetacdo, nas espécies G brasiliensis € L. corymbulosa os
espacos intercelulares sdo mais evidentes no parénquima esponjoso, entretanto, nas folhas
que ficaram submersas, pouco se evidéncia tais espagos. Em P. glomerata nas folhas
submersas ha um parénquima homogéneo com células compactadas e auséncia de
parénquima palicadico e esponjoso; devido a este fato observa-se uma diminui¢do em
torno de 50% da espessura da folha, diminuicdo mais evidente do que nas duas outras

espécies (figura 20 B).

3.5.7 Formacao de Raizes Adventicias em Folhas

Ao final do experimento, no tratamento de inundagdo artificial, nas plantas
submersas da espécie Laetia corymbulosa foi observada a formagao de raizes adventicias
nas folhas (figura 21 A) que se formaram sempre junto a nervura da folha.

Algumas vezes a formacao das raizes era exatamente na regido de onde havia sido
retirado um cilindro da lamina foliar para analise do contetido de vitamina E (figura 21 A,
B e D). Outras vezes ocorreu a formacao de raizes em locais onde ndo havia sido feita a

retirada do cilindro de lamina foliar (figura 21 C).



84

Parte das folhas encontrava-se ainda nas plantas (figura 21 A), outra parte eram
folhas caidas que se encontravam no fundo do tanque, algumas com diferen¢a na coloragao

da lamina foliar indicando que ja haviam caido hé alguns dias (figura 21 D).

Figura 18. Corte transversal da lamina foliar de uma planta de casa de vegetacao da espécie
Garcinia brasiliensis (A). Corte transversal da l1amina foliar de G. brasiliensis submersa ha
140 dias (B). As setas indicam as seguintes estruturas: epiderme superior (es), epiderme

inferior (ei), cuticula (ct), parénquima palicadico (pp), parénquima esponjoso (pe).
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Figura 19. Corte transversal da l1amina foliar de uma planta de casa de vegetacdo da espécie
Laetia corymbulosa (A). Corte transversal da lamina foliar de L. corymbulosa submersa ha
140 dias (B). As setas indicam as seguintes estruturas: epiderme superior (es), epiderme
inferior (ei), cuticula (ct), hipoderme (hi), parénquima palicadico (pp) e parénquima

esponjoso (pe).
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Figura 20. Corte transversal da 1amina foliar de uma planta de casa de vegetacdo da espécie
Pouteria glomerata (A), Corte transversal da lamina foliar de P. glomerata submersa ha
140 dias (B). As setas indicam as seguintes estruturas: epiderme superior (es), epiderme
inferior (ei), parénquima palicadico (pp), parénquima esponjoso (pe) € parénquima

homogéneo (ph).
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Figura 21. Folhas de Laetia corymbulosa mostrando raizes adventicias em planta submersa
(A); detalhe da inser¢do da raiz na nervura da folha (B); inser¢do da raiz na nervura da
folha sem retirada de cilindro da lamina foliar (C) e folha encontrada no fundo do tanque,

mostrando diferenca de coloragao da lamina foliar (D).

3.5.8 Manutencao, Perda e Producao de Folhas

Quando observada a média do numero total de folhas, as espécies G. brasiliensis e
P. glomerata apresentaram o maior nimero de folhas no tratamento seca, enquanto que em
L. corymbulosa maiores valores foram medidos nas plantas do tratamento de inundagao
artificial (figura 22).

Das trés espécies que estiveram nos tratamentos de inundacao artificial, escuro e
seca, duas mostraram padrdo de manuten¢do, perda, e producao de folhas semelhante nos
tratamentos escuro € seca, embora com numero de folhas em escala diferente. Foram elas
P. glomerata e L. corymbulosa (figura 23 B e C). Nestas espécies ndo houve manutengao
das folhas iniciais nos tratamentos, apenas nas plantas que sofreram submersao por mais de
4 meses ¢ que as folhas iniciais foram mantidas, tratamento no qual o padrdo entre as duas
espécies foi diferente (figura 23 B e C).

Nas plantas do tratamento de inundagdo artificial, P. glomerata ao final do

experimento, mostrou nimero aproximado de folhas marcadas (mantidas desde antes do
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inicio do experimento) e folhas novas, em média 5 e 7 respectivamente. Somando-se as
folhas marcadas e as novas nao foi alcangado o nimero de folhas anterior a inundagao. Ja
L. Corymbulosa, o nimero de folhas novas superou em 10 vezes o numero de folhas
marcadas, ¢ sozinho superou o nimero de folhas iniciais (figura 23 B e C).

A espécie G. brasiliensis mostrou padrao de manutencdo de folhas bem
diferenciado das demais espécies. Nos trés tratamentos as plantas mantiveram folhas
marcadas com numero inferior ao inicial nos tratamentos de inundacao artificial ¢ escuro
Contudo, no tratamento seca as plantas mantiveram as folhas iniciais e produziram folhas
novas (figura 23 A).

A espécie G. brasiliensis manteve as folhas iniciais nos 3 diferentes tratamentos
(figura 24 A, B e C) e desenvolveu as folhas novas produzidas nas plantas do tratamento
seca (figura 24 D)

L. corymbulosa e P. glomerata perderam as folhas no tratamento escuro e seca
(figura 25 A e 26 A). As plantas de L. corymbulosa que ficaram no tratamento escuro
iniciaram a produ¢do de folhas ainda na camara climatica (figura 25 B), enquanto que as
plantas do tratamento seca iniciaram apenas apoOs serem transferidas a casa de vegetacdo
(figura 25 C).

As plantas da espécie P. glomerata, que ficaram no tratamento seca nao
recuperaram o ramo principal, mas langaram novos brotos laterais apos 3 semanas de
retorno a casa de vegetacao (figura 25 B e C), ao contrério das plantas que permaneceram
no escuro, onde as folhas novas produzidas sairam do ramo principal.
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Figura 22. Média do numero total de folhas apdés um més de retorno a casa de vegetacao,

para as plantas de G. brasiliensis, L. corymbulosa e P. glomerata, que se encontravam nos

tratamentos de inundagao artificial, escuro e seca.
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novas (produzidas apds o tempo inicial).
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Figura 24. Plantas de G. brasiliensis imediatamente ap6s a sua retirada dos tanques de
inundacao artificial (A); plantas do tratamento seca em casa de vegetagdo, apos 3 semanas
de retorno a casa de vegetagao (B); plantas na cdmara climatica ap6s 120 do tratamento de

escuro (C) e plantas do tratamento seca dois meses ap0s retorno a casa de vegetacao (D).
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Figura 25. Planta de L. corymbulosa na camara climatica no tratamento seca (A), a mesma
espécie langando brotos e folhas novas ainda na camara climatica, quatro dias apds o
retorno a 12 horas de fotoperiodo (B), plantas do tratamento seca apds duas semanas de
retorno a casa de vegetagdo (C) e plantas do tratamento seca apds um més de retorno a casa

de vegetacao (D).



92

Figura 26. Planta de P. glomerata na camara climatica no tratamento seca (A); a mesma
planta lancando brotos laterais e folhas novas, uma semana apds o retorno a casa de
vegetacdo (B); apds um més de retorno a casa de vegetacao (C) e plantas do tratamento

seca dois meses (D).
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3.6. Discussao

3.6.1 Conteudo de o-tocoferol entre os Tratamentos

A avaliacdo dos contetdos de a-tocoferol para as trés espécies G. brasiliensis, L.
corymbulosa e P. glomerata, ainda no primeiro dia de observacdo, imediatamente antes da
imposi¢do das trés condigdes de potencial estresse, seca, escuro e inundagao artificial, nao
mostrou diferencas estatisticas. Este resultado era esperado e confirmou a similaridade
entre as plantas, anterior a imposi¢ao das condi¢cdes experimentais.

Aos 120 dias as plantas da casa de vegetagdo da espécie G. brasiliensis mostraram
os maiores contetidos de o-tocoferol em relacdo as plantas do escuro e da inundacdo,
acima de 6 pg cm™. Estes valores permaneceram aumentados até o final do experimento
para estas plantas. Adicionalmente, no quarto més de experimento, as plantas tiveram seu
fotoperiodo aumentado, pois a casa de vegetacao, com telhado de vidro, nao dispunha de
dispositivo para impedir a penetracdo de luz natural, apds as 12 horas de fotoperiodo
programadas e desejaveis. Durante o verdo no Hemisfério Norte os dias sdo mais longos e
as plantas ficaram inevitavelmente expostas a esta condigao.

E sabido que alta exposi¢do a luz modula o conteado de tocoferdis nas membranas
fotossintéticas (Lichtenthaler 1979), e estudos com Fagus silvatica demonstraram que
folhas expostas ao sol tém trés vezes mais a-tocoferol do que folhas de sombra, da mesma
forma folhas de sol de Quercus ilex também sdo protegidas por mais altas concentragdes de
a-tocoferol (Garcia-Plazaola et al. 1999). O contetido de a-tocoferol em plantas de tabaco
cresce em resposta ao aumento da intensidade luminosa (Tanaka et al. 1999). Desta forma,
as plantas de G. brasiliensis responderam ao aumento do periodo de exposi¢ao a luz com o
incremento no conteido de a-tocoferol, em quase trés vezes, a partir de 120 dias,
mantendo esses valores elevados até o final do experimento.

As plantas do tratamento seca que na camara climatica tinham 12 horas de
fotoperiodo didrio, aos 169 dias quando do seu retorno a casa de vegetagdo, tiveram seus
valores quase trés vezes aumentados. Em contrapartida, as plantas do escuro e da
inundacao que passaram por 4 meses de supressao de luz mostraram valores comparaveis
apenas aos 139 dias, enquanto que aos 169 dias ja apresentavam valores préximos aos do
inicio do experimento, demonstrando assim, uma capacidade de recuperacdo maior do que

a das plantas que permaneceram sempre expostas a luz.
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As plantas da casa de vegetagdo da espécie P. glomerata assim como as de G.
brasiliensis, mostraram maior aumento do conteudo de a-tocoferol em comparagdo aos
demais tratamentos a partir de 120 dias. Talvez, isto se deva ao fato de que nas florestas
inundéveis estas espécies sejam encontradas no sub-bosque de florestas de estagio
sucessional secundario tardio, local onde a radiagdo luminosa varia entre 3 a 15%
(Wittmann et al. 2004).

Ja as plantas da espécie L. corymbulosa nao mostraram o mesmo aumento de
conteudo de a-tocoferol em reagdo ao aumento de fotoperiodo. Esta ¢ uma espécie que
ocupa cotas baixas da borda florestal no estdgio secundario tardio e, portanto,
provavelmente apresenta uma tolerdncia maior a radiacdo solar do que aquelas das duas
outras espécies (Wittmann et al. 2004).

Para L. corymbulosa, comparando-se os tratamentos aos 169 dias, as plantas que
estiveram sob inundacdo ¢ em casa de vegetagdo apresentaram conteudo de a-tocoferol
bem maior do que as plantas do escuro e da seca. Possivelmente a idade das folhas esta
influenciando estes resultados, uma vez que as plantas do tratamento de seca e de escuro
sofreram abscisdo foliar, formando novas folhas apds o retorno a casa de vegetagdao. Sendo
estas, folhas bem mais jovens, era de se esperar que apresentassem o contetdo de o-

tocoferol menor do que em folhas maduras, conforme salientado por Munné-Bosch &

Alegre (2002).

3.6.2 Conteudo de d-tocotrienol entre os Tratamentos

A presenga de d-tocotrienol em folhas so foi registrada até o momento ocorrendo
naturalmente em Cratoxylum sumatranum (Seo et al. 2002). Sua presenga foi registrada
também em mutantes de Arabidopsis thaliana que tiveram alterada a via metabdlica
Xiquimato (que origina as diferentes formas de vitamina E), conforme estudos de Rippert
et al. (2004). Entretanto, os proprios autores salientam que este composto nunca foi
registrado em folhas do tipo selvagem de Arabidopsis thaliana. Desta forma, a espécie G.
brasiliensis ¢ o segundo registro de ocorréncia natural deste composto em folhas.

Embora o conteudo de d-tocotrienol encontrado aos 30 dias de experimento no
tratamento seca tenha sido trés vezes maior do que no tratamento de inundagdo artificial,
ndo ha diferenca estatisticamente significativa na comparagdo entre os diferentes

tratamentos. Isto se deve provavelmente a variagdo entre as plantas de cada tratamento.
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Como se sabe que a producdo de tocoferdis esta relacionada a tolerancia ao estresse
(Munné-Bosch & Alegre 2002), e que os tocotriendis também tém fungdo antioxidante
(Falk et al. 2004), a presenca de duas formas de tococromandis duplica a quantidade de
antioxidantes produzida por estas plantas. E importante salientar que esta foi a Gnica
espécie que manteve a folhas nas quatro condi¢cdes ambientais impostas, €, mesmo com 0s
danos na lamina foliar observados no tratamento seca, as plantas conseguiram se recuperar

mantendo as folhas velhas e produzindo folhas novas.

3.6.3 Conteudo de a-tocoferol - Influéncia do Tempo

O carater de bioindicador de estresse atribuido ao oa-tocoferol (Hormaetxe et al.
2005) reside no fato de sua concentracao ser tanto maior quanto maior o estresse sofrido
pela planta sob certas condi¢des ambientais. O incremento de a-tocoferol estd associado a
tolerancia ao estresse, € o decréscimo a susceptibilidade ao estresse (Munné-Bosch &
Alegre 2002). Diante disso, para as trés condigdes ambientais potencialmente estressantes
testadas (escuro, seca e inundacdo artificial), na espécie Garcinia brasiliensis a condi¢ao
de submersao pode ser considerada como aquela que ndo induz ao estresse, ja que todas as
plantas submetidas a este tratamento foram sempre as que demonstraram o menor contetido
de a-tocoferol, em relagdao aos demais fatores ambientais testados, sem, contudo, diminuir
seu conteudo quando comparadas as taxas do periodo inicial.

A espécie Pouteria glomerata, da mesma forma, ndo mostrou alteracdo do
contetdo de a-tocoferol com a inundagdo. Embora valores similares (ao redor de 2pug cm’
%) tenham sido medidos para os outros dois pardmetros ambientais analisados (seca e
escuro), as plantas submetidas a eles sofreram abscisdo foliar. Esta espécie se mostra
altamente adaptada a condi¢gdo de inundag¢dao, mantém as folhas, ndo aumenta o
reservatorio de a-tocoferol e, além disso, conseguiu se recuperar produzindo folhas novas
ao sair das condicdes de potencial estresse.

Ja a espécie Laetia corymbulosa, embora tenha apresentado maior conteudo de a-
tocoferol no tratamento inundagdo, esses valores estdo muito proximos aos encontrados no
screening de vitamina E, ou seja, fora da condicdo de estresse. As mesmas plantas
apresentaram valores de a-tocoferol significativamente crescentes no seu periodo de
recuperacdo, situagdo esperada para plantas que acabaram de sair da submersao, quando

uma quantidade maior de antioxidantes ¢ necessaria para manter a integridade dos tecidos.
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A produgdo elevada evita danos metabolicos causados pela reentrada da planta a uma
condi¢do totalmente aerdbica (Vartapetian & Jackson 1997), assim como protege o
fotossistema PSII na fotoaclimatacdo (Harvaux et al. 2000, Harvaux et al. 2005).

Ao contrario de L. corymbulosa, as plantas de G. brasiliensis no tratamento seca,
apresentaram aumento crescente e significativo do reservatorio de o-tocoferol, o que
demonstra que para esta espécie a condicdo de seca ¢ mais estressante do que os demais
fatores ambientais testados. Blokhina (2000) salienta que sob condi¢des metabolicas
normais a forma¢ao de ERO e a peroxidacdo de membranas lipidicas estdo em equilibrio
dindmico com a atividade dos sistemas antioxidantes, contudo, qualquer mudanca nas
condi¢des ambientais pode alterar esse equilibrio e levar ao estresse oxidativo, como
observado para esta espécie.

As plantas que permaneceram na casa de vegetagdo e que estavam ha mais tempo
na condicdo de fotoperiodo aumentado, mostraram aumento no reservatdrio de a-tocoferol
€ mantiveram esse aumento mesmo aos 169 dias, final do experimento. Para estas plantas
as condicdes ambientais foram alteradas com o passar dos meses em fun¢do do aumento do
fotoperiodo diario para 18 horas de luz (verdo no Hemisfério Norte), o que possivelmente
alterou as condi¢des metabdlicas e causou desequilibrio no sistema antioxidante (Blokhina
2000). Da mesma forma, as plantas do tratamento de inundacdo artificial e do escuro, que
se encontravam na camara climdtica 2, ap6s serem retiradas dessas condi¢des e voltado
para a casa de vegetagdo, mostraram aumento do conteido de o-tocoferol sob tais
condigoes.

As florestas inundaveis sao ambientes de condi¢des extremas, onde, em periodos
diferentes do mesmo ano, as espécies experimentam condi¢des ambientais completamente
diversas. Em certos periodos as plantas encontram-se submersas € no escuro, em outros
periodos encontram-se em ambiente seco com radiacdo intensa (Junk & Piedade 1997).
Embora cada uma das trés espécies avaliadas apresente estratégias diferentes para
sobreviver as condi¢des de estresse dominantes, todas sobreviveram em qualquer das
condi¢des impostas de forma altamente funcional, seja através do aumento do conteudo de

antioxidantes, ou pela perda de folhas, e ainda mostraram rapidez de recuperagao.
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3.6.4 Conteudo de d-tocotrienol - Influéncia do Tempo

A funcao dos tocotrienois nas plantas ¢ pouco conhecida, contudo a eles também ¢
atribuida a fun¢ao de antioxidantes (Falk ez al. 2004), assim, considerando-se esta funcao,
mais uma vez para o d-tocotrienol, as plantas de G. brasiliensis submetidas a inundagao
mostraram os menores valores com diminuicdo significativa para este composto. Estes
resultados corroboram aqueles encontrados para o o-tocoferol na mesma espécie,
mostrando que sob tais condi¢des a planta ndo demonstra aumento do contetido e sim o
oposto, ¢ considerando que as plantas mantiveram as folhas e continuaram vivas sob
submersdo, possivelmente isto sinaliza a auséncia de estresse (Munné-Bosch & Alegre
2002).

As plantas do escuro mostraram valores elevados (6 pg cm™) de 8-tocoferol quando
transferidas para a casa de vegetacdo, situacdo na qual o fotoperiodo didrio aumentou em 4
horas para estas plantas, que haviam saido de 4 meses de supressdo da luz. Ja as plantas da
casa de vegetacdo, aclimatadas a esta condi¢do, mostraram os menores valores. Isto sugere
que o d-tocotrietnol deveria ser melhor investigado nesta espécie, testando-se seu papel no
estresse oxidativo causado pelo excesso de luminosidade, uma vez que as folhas
apresentaram contetido igual ou superior de d-tocotrietnol comparada ao a-tocoferol,
diferente do padrao citado em literatura, que postula que as duas formas mais comuns em
folhas sdo a e y-tocoferol (Munné-Bosch & Alegre 2002).

Embora ndo se conhega muito sobre o papel dos tocotriendis, pois grande parte dos
trabalhos realizados com tococromandis ¢ no contexto da biologia molecular com
Arabidopsis thaliana ou com algas do género Synechocystis (Shintani & DellaPenna 1998,
DellaPenna 1999, Cahoon et al. 2003, Ajjawi & Shintani 2004, Sattler et al. 2004, Falk et
al. 2002, DellaPenna 2005, Havaux et al. 2005), com sementes de espécies anuais
(Dérmann 2003, Falk et al. 2003, Falk et al. 2004, Desel & Krupinska 2005) com espécies
de clima temperado ( Garcia-Plazaola & Becerril 2001, Falk et al. 2003, Hansen et al.
2003, Garcia-Plazaola et al. 2004). Ainda que seja assim, € provavel que os tocotriendis
tenham papel crucial em alguns grupos filogenéticos de florestas tropicais, tais como as
Clusiaceae, familia a qual pertence o género Garcinia, ou ainda familias com espécies

lactescentes tais como as Euphorbiaceae, como visto no capitulo 2.
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Munné-Bosch & Alegre (2002) afirmam que ainda sdo necessarios mais estudos
para entender melhor a biossintese destes compostos e a relagdo entre tocoferdis e

tocotrienodis. O presente estudo corrobora esta necessidade.

3.6.5 Fluorescéncia da Clorofila a

Durante todo o periodo experimental, as trés espécies estudadas apresentaram a
razdo Fv/Fm acima de 0.5, valor abaixo do qual, em principio, podem ocorrer danos
reversiveis ao aparato fotossintético (Bjorkman & Demmig 1987). Os resultados
encontrados para as trés espécies sao também muito superiores aqueles observados por
Waldhoff et al. (2000). Neste experimento, um dos poucos realizados sob condigdes
comparaveis as do presente estudo, também em camaras climaticas, trés outras espécies da
varzea amazonica, Nectandra amazonum, Tabarnaemontana juruana ¢ Gustavia augusta,
foram registrados, logo no primeiro dia, imediatamente apds a submersao e supressao de
luz, valores abaixo de 0,2, faixa a partir da qual ocorrem danos irreversiveis (Bjorkman &
Demmig 1987, Bolhar-Nordenkampf & Gotzl 1992). Contudo, Waldhoff et al. (2000)
promoveram a inundagdo instantanea das plantas, ao invés de fazé-lo gradualmente, como
ocorre no ambiente natural. Mesmo assim, apesar dos valores baixos inicialmente
observados, apos 8 dias as espécies se mostraram recuperadas e apresentaram valores de
Fv/Fm proximos a 0,8, tendo estes valores perdurado até o fim do experimento, cuja
duracao foi de 20 dias.

Em outro estudo, também com uma espécie de varzea, Symmeria paniculata,
valores bem mais parecidos com o presente trabalho foram observados por Waldhoff et al.
(2002). Neste caso, as plantas utilizadas pelos autores encontravam-se no ambiente natural,
e foram medidas folhas situadas de 0 a 1 m de profundidade, durante dois ciclos anuais de
inundagdo. Os resultados nao evidenciaram relagdo entre os valores de Fv/Fm e as
mudangas de coluna de 4gua derivadas do pulso de inundacao do rio.

As plantas do presente estudo sofreram inundagdo gradativa, ao contrario do
procedimento seguido em todos os trabalhos anteriormente realizados com as espécies de
varzea (Waldhoff et al. 1998, 2000, Ferreira, 2002, 2006), onde a submersao total ou
parcial sempre foi imposta abruptamente. E possivel que com o nivel da 4gua subindo
vagarosamente (10 cm/dia) as plantas tenham um curto periodo de tempo de aclimatagdo a
condi¢do imposta, o que resultou em valores proximos aos encontrados no ambiente

natural por Waldhoff ez al. (2002).
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Assim como as plantas sob inundacao artificial, as plantas da casa de vegetacao
mostraram valores da razdo Fv/Fm entre 0,7 e 0,8, como era predito, visto que estas plantas
ndo sofreram diminuicdo de umidade, supressio de luz ou submersdo, estando,
teoricamente, sob condigdes Otimas.

Um aspecto interessante foi que na condic¢ao de seca, as espécies L. corymbulosa e
P. glomerata, ao mostrarem valores da razdo Fv/Fm inferiores a 0,6, perderam as folhas.
Para muitos autores o declinio da razao entre os pardmetros Fv/Fm ¢ um bom indicador de
estresse, especialmente afetando a funcdo do fotossistema II (Bolhar-Nordenkampf et al.
1989, Krause & Somersalo 1989, Haag-Kerwer et al. 1996). Provavelmente, sob tais
condigdes, para estas espécies ¢ mais vantajoso, ao contrario do observado para Garcinia
brasiliensis, produzir novas folhas apds o periodo desfavoravel do que recuperar os danos
sofridos no aparato fotossintético foliar durante o periodo de estresse, uma vez que para a
manuten¢do destes tecidos o gasto de energia ¢ grande (Blokhina et al. 2003).

As plantas do escuro, mesmo sem um decréscimo da razao Fv/Fm abaixo de 0,6,
também sofreram abscisdo foliar. Neste caso, a perda de folhas pode estar relacionada a
respiracdo, pois plantas jovens respiram mais intensamente do que plantas mais velhas
(Larcher 2000), e para manter seu metabolismo ativo a planta necessita de energia, porém
com a supressao da luz, ndo ha necessidade da manutengao do aparato fotossintético. Além
disso, sabe-se também que mudangas na condicdo de luz podem alterar as taxas

respiratorias de forma peculiar para cada espécie considerada (Medina 1998).

3.6.6 Analise Microscopica da Anatomia Foliar

As plantas utilizadas para o estudo anatdmico da lamina foliar encontravam-se em
duas condigdes ambientais distintas: em casa de vegetacao e apos 4 meses de submersdo e
escuro. Nas plantas da casa de vegetacao foram observadas folhas mesofiticas dorsiventrais
(Souza 2003, Menezes et al. 2003), para as trés espécies estudadas, porém, podem ser
notadas algumas varia¢des na lamina foliar das plantas que permaneceram submersas.

Em espécies de florestas inundaveis, caracteristicas semelhantes as encontradas
neste estudo, tais como a compactacdo do parénquima eSponjoso com poucos espacos
intercelulares e a presen¢a de cuticula espessa, tém sido registradas (Schliiter & Furch
1992, Waldhoff et al. 2002 e Waldhoff 2003).

Nas trés espécies deste estudo foi observada a diminuicdo dos espacgos

intercelulares e em G. brasiliensis ¢ evidente a presenga de cuticula espessa nas duas
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condi¢des ambientais avaliadas. Waldhoff ez al. (2002) e Waldhoff (2003) consideram que
tais caracteristicas conferem a estas plantas um carater xeromorfico, ja salientado por
varios autores (Esau 1985, Fahn & Cutler 1992, Lindorf 1993). Entretanto, Shields (1950)
destaca que fatores ambientais podem induzir um grau de xeromorfia em folhas
normalmente mesomorficas (=mesofiticas), como pode ser o caso deste estudo, onde as
plantas que permaneceram em condi¢des de casa de vegetacdo apresentaram uma anatomia
da lamina foliar distinta da observada nas mesmas espécies apds 4 meses de submersao e
escuro. O estudo de Waldhoff (2003) foi feito com folhas de plantas que se encontravam
no pico da fase aquatica, possivelmente em uma condicdo semelhante a das plantas

submersas no presente experimento.

3.6.7 Formaciao de Raizes Adventicias em Folhas

Para alguns grupos filogenéticos ¢ mencionada a produgao de raizes nas folhas, mas
para a formagdo de um propagulo, como a reproducdo vegetativa de uma planta inteira,
este fendmeno ¢ restrito a grupos especificos como as Crassulaceas (plantas suculentas).
Algumas espécies deste grupo se propagam com facilidade, pois as folhas possuem gemas
que propiciam a produ¢do de uma nova planta a partir de uma unica folha (Souza &
Lorenzi 2005). Algumas Violaceae apresentam a mesma capacidade. A espécie Laetia
corymbulosa ¢ uma Flacoutiaceae que segundo Ribeiro et al. (1999) é taxonomicamente
préxima das Violaceas. Todavia, tanto nas Crassulaceas quanto nas Violaceas, a producao
de raizes para reprodugdo vegetativa ocorre em espécies herbaceas.

A formagdo de raizes em folhas ¢ ainda relatada para a espécie herbacea Plantago
lanceolata por indugdo através da aplicacdo do hormonio acido indol-3-acético (AIA), para
clonar em larga escala esta espécie e utilizd-la em estudos cientificos. A produgdo de
raizes em folhas de P. lanceolata nunca foi observada quando as plantas se encontravam
em seu ambiente natural (Wu & Antonovics 1975).

As raizes sdo orgdos especializados em fixagdo, absorcdo, reserva e condugdo,
todavia, raizes adventicias, originadas nas partes aéreas das plantas, por exemplo, nas
folhas, tém papel importante na propagacdo vegetativa da planta (Appezzato-da-Gloria &
Hayashi 2003).

No caso deste estudo, a formacao de raizes adventicias foi observada na lamina de
folhas presas a planta, assim como em folhas que estavam caidas no fundo do tanque. Para

as folhas que estavam presas a planta, possivelmente a fungdo destas raizes esta associada
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a captacdo de nutrientes direto da agua, uma vez que a captagdo direta do solo sob
inundagdo esté dificultada (Drew 1997). Ja nas folhas que foram encontradas no fundo do
tanque, ¢ possivel que estas raizes tenham uma segunda funcdo, a qual pode estar
relacionada a reproducdo vegetativa, embora nao tenha sido observado o desenvolvimento
de uma nova planta apos o plantio destas folhas, devido a problemas de irrigagdao na casa
de vegetagdo.

A produgdo de raizes adventicias ocorreu a partir das nervuras da folha, indicando a
presenga de um tecido que ird se transformar em raiz. Dessa forma, a reproducio
vegetativa pode ser possivel, e esta, sem divida, ¢ uma questdo a ser investigada em
futuros estudos.

E importante ressaltar que a formagio deste tipo de raizes ndo foi registrada antes
em qualquer dos experimentos realizados com inundagao artificial de espécies arboreas de
florestas inundaveis da Amazonia (Coutinho & Struffaldi 1971, Waldhoff et al. 1998,
2002, Parolin 2001a, 2002, Ferreira 2002, 2006) ou mesmo observada em condigdes

naturais.

3.6.8 Manutencao, Perda e Producao de Folhas

As duas espécies que perderam folhas nos tratamentos de escuro e seca foram
Laetia corymbulosa e Pouteria glomerata, nas quais ndo foi observada, em plantas da casa
de vegetagdo, a presenca de cuticula na epiderme foliar.

No tratamento de seca, as plantas encontravam-se em 45% (+ 5%) de umidade,
situagdo diferente do ambiente natural. Sob tais condigdes, estas provavelmente perderam
suas folhas, pois a dessecacdo causada pela perda de 4gua para a atmosfera pode ser letal;
este problema pode ainda ser agravado pela ampla area da superficie foliar (Taiz & Zeiger
2004). E possivel que sob tais condi¢des, a perda das folhas garanta a sobrevivéncia para
estas plantas. Schongart ef al. (2002) afirmam que nas espécies das florestas inundaveis o
desenvolvimento de folhas ¢ mais fortemente relacionado as mudangas na disponibilidade
de 4gua do que a produgao de flores e frutos.

A presenga da cuticula sobre a epiderme da lamina foliar restringe a respiracao e a
transpiracdo (Esau 1985) e, de acordo com Taiz & Zeiger (2004), uma resposta evolutiva
comum ao estresse hidrico ¢ a producdo de uma cuticula espessa que reduz a perda de dgua

pela epiderme (transpiragdo cuticular). Esta pode ser a explicagdo para o fato de que a
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unica planta a manter as folhas em todas as condi¢gdes experimentais testadas foi G.
brailiensis, Gnica espécie que possuia cuticula espessa na epiderme foliar.

No escuro, como ja discutido anteriormente, provavelmente a perda de folhas esteja
relacionada a respiragdo, (item 3.6.5 fluorescéncia de clorofila).

As plantas submetidas as trés condigdes potencialmente estressantes, inundagao
artificial, escuro e seca, quando retornaram a uma condi¢do favoravel, produziram folhas
novas e mostraram capacidade de recuperagdo em qualquer dos ambientes testados,
mostrando que a variedade de fatores ambientais impostas a estas espécies no ambiente
natural pode ser contornada e o sucesso no estabelecimento pode ser alcangado.

Embora algumas espécies de florestas inundaveis permanegam periodicamente
cerca de 230 dias ao ano inundadas (Schongart et al. 2003, Wittmann et al. 2004), as
demais condigdes experimentais testadas ndo se reproduzem no ambiente natural. Em
nenhuma circunstancia as plantas, mesmo durante a fase terrestre, recebem mais de 12
horas de fotoperiodo, como ocorreu na casa de vegetacao, ou ainda 12 horas de incidéncia
luminosa direta, menos de 80% de umidade relativa, ou os dois fatores combinados como
no tratamento de seca na camara climatica 2.

Desta forma, pode-se dizer que estas plantas sofrem estresse? Diante da
adaptabilidade e dos multiplos mecanismos existentes para se ajustar as condigdes de
alternancia de fatores ambientais de areas alagaveis, tal definicdo deve ser revista para

grande parte das espécies deste ambiente.

3.7 Conclusoes

- O contetdo de a-tocoferol pode aumentar em condi¢des diferentes daquelas consideradas
ideais, existentes no inicio do experimento. Especialmente sob condi¢des de fotoperiodo

aumentado, no caso das espécies G. brasiliensis e P. glomerata.

- O tempo de exposi¢do a um dado fator ambiental ¢ capaz de influenciar a producao o.-

tocoferol para as espécies deste estudo.

- A fungdo do o-tocotrienol precisa ser melhor investigada para as espécies amazdnicas,
bem como a associa¢do entre as diferentes formas de vitamina E existente em folhas de

espécies arboreas de florestas de varzea.
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- Sob condi¢des de inundacao os dados de fluorescéncia da clorofila @ ndao indicaram
qualquer dano ao fotossistema II, da mesma forma que as plantas que permaneceram na

casa de vegetagao.

- A submersdo provocou nas plantas das trés espécies modificagcdes na anatomia foliar
(diminuicao dos espagos intercelulares no parénquima esponjoso). Assim como na espécie

L. corymbulosa levou a producao de raizes adventicias.

- Embora com diferentes estratégias de manutencao e perda de folhas as trés espécies
sobreviveram a todas as condi¢des potencialmente estressantes impostas € mostraram

rapidez de recuperagao.
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4. Consideracoes Finais

O presente trabalho foi idealizado a partir de uma experiéncia em um projeto piloto
de inundacao artificial com uma espécie arborea de varzea, Nectandra amazonum,
realizado por uma equipe de cooperacdao entre o Max-Planck Instituto de Limnologia de
Plon e a Universidade de Kiel, envolvendo pesquisadores brasileiros e alemaes,
coordenada pelo Dr. Jon Falk.

O experimento daquele grupo foi realizado nas mesmas instalagdes nas quais foi
desenvolvido o presente estudo, e foram utilizadas condigdes idénticas na cadmara
climatica. Contudo, naquele experimento foi acompanhada apenas uma espécie, que foi
submetida a submersdo instantanea, ao invés de gradual.

Os resultados deste experimento mostraram que o conteido de a-tocoferol
inicialmente caiu, e apds alguns dias de submersdo subiu a niveis muito altos, nunca
registrados em literatura. Diante de resultados tdo surpreendentes e da possibilidade de
mais um estudante brasileiro realizar seu doutorado com essa tematica, decidiu-se repetir,
ndo apenas o experimento, como também aumentar o nimero de individuos e de espécies a
serem estudadas, e desta vez tentar simular as condi¢gdes naturais de inundagao gradativa.
Adicionalmente, outros tratamentos foram acrescentados (seca e escuro), de forma a poder
interpretar com maior seguranga os efeitos da inundacao, isolando-os de fatores abioticos
distintos e potencialmente estressantes. Assim, o desenho experimental do presente estudo
foi montado.

Contrariando os elevados valores de o-tocoferol observados para a espécie N.
amazonum, para as trés espécies submetidas a inundacgdo artificial no presente estudo
(Garcinia brasiliensis, Laetia corymbulosa e Pouteria glomerata) nao foram registrados
valores elevados desse composto. Ao contrario, quando sob submersdo, em Garcinia
brasiliensis foram registrados os menores valores de a-tocoferol, em relagdo aos demais
tratamentos.

Avaliando-se os resultados obtidos neste estudo e comparando-os aqueles do
experimento anterior, duas possibilidades podem ser discutidas: a primeira € no sentido de
corroborar a hipotese de que a inundagdo gradativa possibilita as plantas um espago de
tempo necessario para a aclimatacdo, antes da submersdo completa. Por outro lado, a
espécie utilizada no primeiro experimento foi outra, N. amazonum, que neste estudo

apareceu entre as espécies de crescimento mais rapido, enquanto que Garcinia brasiliensis,
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Laetia corymbulosa e Pouteria glomerata, estdo entre as de crescimento mais lento
(capitulo 2).

A submersdo instantdnea imposta a uma planta talvez seja capaz de gerar estresse
oxidativo imediato em ordem de magnitude maior do que quando esse processo ¢
gradativo. Neste caso, a planta aumentaria as concentragdes de o-tocoferol para tolerar o
estresse imposto abruptamente. Outra possibilidade seria de que, uma vez que as taxas de
crescimento das espécies mostraram-se relacionadas ao conteudo de a-tocoferol (capitulo
2), as plantas com taxas de crescimento lento reagem a inundacdo artificial de maneira
diferente daquela observada para a espécie Nectandra amazonum, seja ela abrupta ou
gradativa.

Para testar estas hipoOteses sugere-se a realizagdo de um novo experimento, desta
vez com N. amazonum ¢ uma das trés espécies do presente estudo, impondo a estas
espécies as duas condi¢des de inundagao artificial, uma de submersao instantanea e outra
gradativa. Deste modo, a fun¢ao do a-tocoferol em resposta ao alagamento em espécies de
varzea da Amazonia Central, ambiente de condicdes extremas, poderd ser mais bem
elucidada.

O presente trabalho abre ainda uma série de possibilidades para novos estudos com
tococromandis. Particularmente espécies lactescentes que habitam as florestas alagaveis
amazonicas podem e devem ser investigadas, j& que estas poderdo contribuir de forma
substancial, entre outros, ao conhecimento sobre a interagdo entre tocoferois e tocotriendis.

Estudos desta natureza mostram ainda como uma adequada abordagem bioquimica
pode se constituir em uma ferramenta poderosa para a ecologia aplicada. Se a inundagdo
gradativa favorece a aclimatacdo de espécies, interferéncias antropicas em florestas
naturais podem ser planejadas de forma a causar menor impacto, como por exemplo,
situacdes em que o homem impde inundagdo através de barragens para diferentes
propositos em florestas naturais.

Finalmente, ¢ imperativo que se dé continuidade a estudos de mecanismos
adaptativos em darvores de areas alagiaveis amazonicas. O laboratorio natural que tais
ambientes representam foi muito pouco explorado e, sem duvida, propiciard uma enorme
gama de resultados novos para o conhecimento cientifico, a comegar pela premente

redefini¢ao do conceito de estresse de inundagao.
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