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RESUMO

A Aspidosperma polyneuron Mull. Arg. € uma espécie climax nativa da Mata Atlantica
e caracteristica da Floresta Estacional Semidecidual, que esta na lista de espécies
ameacadas de extingdo e que € indicada para recuperagdo de areas degradadas.
Visando a producdo de mudas de espécies florestais nativas em viveiros, que
apresentem potencial para recuperagao de areas degradadas, o risco de extingdo que
a espécie se encontra e as mudangas climaticas que tem alterado as condi¢des
ambientais, o objetivo deste trabalho foi avaliar o comportamento germinativo e a
degradacgao de agucares soluveis totais e redutores, sacarose e proteinas soluveis
nas sementes de A. polyneuron sob estresse hidrico, acompanhando a germinagao
e a degradagdo de substadncias durante o periodo germinativo. As variaveis
analisadas para a germinagdo foram a porcentagem, tempo médio, indice de
velocidade, frequéncia relativa e sincronizagéo, enquanto para a degradagao foram
determinadas as alteragbes na quantidade de acucares soluveis totais, agucares
redutores, sacarose, albuminas, globulinas, prolaminas e glutelinas na semente total.
Os testes foram realizados em placas de Petri com trés folhas de papel “germitest’,
embebidas em solugdes de peg 6000 em diferentes potenciais osmoticos (-0,2, -0,4,
-0,6, -0,8, -1,0, -1,2 e -1,4 MPa), além de agua destilada para o potencial 0,0, sendo
preparadas quatro repeticoes de 15 sementes. Para as analises de degradagao, foi
utilizado 0,1 g por amostra. O experimento foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado, em esquema fatorial simples para a germinagéo, e duplo
para a degradagédo. Na etapa de germinagao, verificamos que na medida em que o
potencial osmoético se tornou mais negativo, houve redugcdo da porcentagem de
germinagcdo das sementes, sendo nula a partir de -0,8 MPa. A velocidade de
germinacao também foi progressivamente reduzida, levando ao aumento do tempo
medio de germinagdo. Enquanto as sementes em nivel 0,0 MPa iniciaram sua
germinacgao no sétimo dia, aquelas expostas a -0,2 MPa levaram nove dias. Ja nos
potenciais de -0,4 e -0,6 MPa as sementes comegaram a germinar em 12 e 14 dias,
respectivamente. Na etapa de degradagado, observou-se que as proteinas soluveis
foram degradadas mais rapidamente em sementes submetidas a potenciais mais
negativos, enquanto os agucares soluveis totais foram degradados mais lentamente
conforme o potencial hidrico diminuiu. Além disso, os agucares soluveis totais
representaram a maior parte das reservas estudadas, sendo que as glutelinas foram
as proteinas mais abundantes nas sementes da espécie. A. polyneuron pode ser
considerada sensivel ao déficit hidrico, recomenda-se que sua producao por viveiros
seja realizada em regime hidrico constante, mesmo quando se busca uma maior
uniformidade na germinacgao.

Palavras-chave: déficit hidrico, espécie nativa, peroba rosa, reservas da semente.



Germination and mobilization of soluble sugars and proteins in Aspidosperma

polyneuron seeds subjected to water stress

ABSTRACT

Aspidosperma polyneuron MUll. Arg. is a climax species, native from Atlantic Forest
and characteristic of the Stational Semideciduous Forest that is present in the list of
endangered species, being indicated for reforestation of degraded areas. With the aim
of producing seedlings in nurseries, this study evaluates the germination behavior and
the degradation of total soluble and reducing sugars, sucrose and soluble proteins in
Aspidosperma polyneuron seeds under water stress, monitoring the alterations in
sugar and protein contents during germination period. The analyzed variables for
germination were percentage, mean time, speed index, relative frequency and
synchrony, while for degradation were determined the content alterations in quantity
of total soluble sugars, reducing sugar, sucrose, albumins, globulins, prolamins and
glutelins in the seed intact. The tests were conducted in Petri dishes, using three
“Germitest” paper sheets, imbibed with PEG 6000 solutions in different osmotic
potentials (-0.2, -0.4, -0.6, -0.8, -1.0, -1.2 e -1.4 MPa) and distilled water to represent
the potential of 0.0. Four replicates of 15 seeds were prepared. For degradation
analysis, 100 mg fresh mass of each sample was used. The experiment was
conducted in completely randomized design, in simple factorial scheme for
germination and double factorial scheme (5 collecting periods x 8 osmotic potentials)
for degradation. In germination analysis, we verified that as the osmotic potential
became more negative, there was a reduction in seed germination percentage, being
it null from -0.8 MPa. The germination speed index was also progressively reduced,
leading to the increase of germination mean time. While seeds in 0.0 MPa initiated
their germination on the seventh day, the seeds exposed to -0.2 took nine days. In -
0.4 and -0.6 MPa, seeds started to germinate in 12 and 14 days, respectively. In
degradation analysis, it was observed that soluble proteins were degraded faster in
seeds subjected to more negative potentials, while total soluble sugars were degraded
slower in lower hydric potentials. Total soluble sugars represent most part of the
studied reserves, and glutelin was the most abundant protein in the species seed. A.
polyneuron can be considered sensitive to water deficit. Therefore, we recommend
that its production by nurseries are conducted under constant water regime, even
when high germination uniformity is desired.

Key words: water deficit, native species, pink peroba, seed reserves.
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CAPITULO 1

INFLUENCIA DA DEFICIENCIA HIDRICA NA GERMINACAO DE SEMENTES DE
Aspidosperma polyneuron Mull. Arg.

O artigo segue as normas
sugeridas pela Revista
Brasileira de Ciéncias
Agrarias, citada em anexo 1

do capitulo 1.



Influéncia da deficiéncia hidrica na germinacio de sementes de Aspidosperma
polyneuron Miill. Arg.

Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar o comportamento germinativo das sementes de A.
polyneuron sob influéncia do déficit hidrico. O teste de germinagao foi realizado em placas de
Petri com trés folhas de papel “Germitest”, embebidas em solu¢des de PEG 6000 em diferentes
potenciais osméticos (-0,2, -0,4, -0,6, -0,8, -1,0, -1,2 e -1,4 MPa), além de adgua destilada para
o potencial 0,0, sendo preparadas quatro repeticdes de 15 sementes. As varidveis analisadas
foram a porcentagem, tempo médio, indice de velocidade, frequéncia relativa e sincronizagao
da germinagdo. O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com oito niveis
de potencial osmético. Para andlise estatistica, realizou-se analises de regressdo, selecionando-
se 0 modelo significativo de maior ordem. Verificamos que na medida em que o potencial
osmotico se tornou mais negativo, houve reducao da porcentagem de germinagdo. A velocidade
de germinagdo também foi progressivamente reduzida, levando ao aumento do tempo médio
de germinacdo. As sementes de A. polyneuron nao sdo capazes de germinar em potenciais
osmoticos abaixo de -0,6 MPa, podendo ser consideradas sensiveis ao déficit hidrico.
Recomenda-se que sua produ¢do por viveiros seja realizada em regime hidrico constante,

mesmo quando se busca uma maior uniformidade na germinagao.

Palavras-chave: espécie nativa, recuperacdo de areas, peroba rosa, fator abiotico, estresse

hidrico
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Influence of water deficiency on germination of Aspidosperma polyneuron Miill. Arg.
seeds

Abstract

This study aimed to evaluate the germination behavior of 4. polyneuron seeds under water
deficit influence. Germination test was done in Petri dishes, using three “Germitest” paper
sheets, imbibed with PEG 6000 solutions in different osmotic potentials (-0.2, -0.4, -0.6, -0.8,
-1.0, -1.2 e -1.4 MPa) and distilled water to represent the potential of 0.0. Four replicates of 15
seeds were prepared. The analyzed variables were germination percentage, mean time, speed
index, relative frequency and synchrony. The experiment was conducted in completely
randomized scheme, with eight osmotic potential levels. For statistical analysis, a regression
was conducted, selecting the model with highest order. We verified that as the osmotic potential
became more negative, there was a reduction in seed germination percentage. The germination
speed index was also progressively reduced, leading to the increase of germination mean time.
Seeds of 4. polyneuron are not capable of germinating in osmotic potentials under -0.6 MPa,
therefore the species can be considered sensitive to water deficit. We recommend that the
production of seedlings is conducted in constant water regime, even when more uniformity is

wanted.

Key words: native species, environmental restoration, pink peroba, abiotic factor, water stress
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INTRODUCAO

Ao serem dispersas da planta-mae para o ambiente, as sementes estdo sujeitas a um conjunto
de fatores que afetam sua germinagdo. Deste ponto de vista, as condi¢cdes que as sementes
encontram no solo podem ser desfavoraveis, como ocorre em solos com baixa disponibilidade
hidrica (Azeredo et al., 2016).

As mudangas climaticas que ocorrem no meio ambiente, derivadas do crescente aumento
populacional humano, uso e exploracdo inadequada do solo e recursos naturais, trazem
preocupagdo e exigem estudos sobre como plantas respondem a ambientes adversos e
limitantes ao seu desenvolvimento, sendo o estresse gerado pela deficiéncia hidrica um destes
fatores (Feitosa et al., 2016).

A 4gua ¢ um fator limitante para a retomada do desenvolvimento da semente apds sua
dispersdo, visto que sua auséncia ou excesso pode provocar decréscimos na capacidade de
germinagdo, formacao e crescimento de plantulas (Freitas et al., 2013). O inicio da germinagao
se da pela embebicdo, a qual inicia processos fisicos, fisioldgicos e bioquimicos no interior da
semente, que culminam na emissao da raiz primaria (Pereira et al., 2012).

Quando as sementes sdo expostas a potenciais osmoticos negativos, pode ocorrer atraso e
diminui¢do da germinagdo, principalmente no inicio da absor¢ao de agua, ja que este altera o
comportamento fisiologico destas sementes. Estudos relacionados com a capacidade
germinativa de diferentes espécies possibilitam a avaliagcdo dos limites e tolerancia destas a
estresses naturais (Pelegrini et al., 2013; Almeida et al., 2014), facilitando a escolha de
sementes florestais para a recuperacao de areas degradadas.

Devido a grande complexidade que diferentes espécies possuem quanto as exigéncias
fisiologicas e formas de manejo, os viveiros ao produzir mudas de espécies nativas necessitam
de conhecimento técnico para evitar perdas em sua produgdo e para garantir que as sementes
utilizadas vao dar origem a mudas de alta qualidade, buscando o repovoamento eficaz de
ambientes alterados (Saidelles et al, 2009).

A Aspidosperma polyneuron Miill. Arg. ¢ uma espécie climax nativa da Mata Atlantica e
caracteristica da Floresta Estacional Semidecidual na formagdo submontana (Ribas et al.,
2005), que esta na lista de espécies ameacadas de extingdo e que ¢ indicada para recuperacao
de areas degradadas (Silva et al., 2010). Esta espécie ocorre naturalmente do Parana até
Rondodnia e Bahia, em locais que variam de 850 a 2.400 mm de pluviosidade média anual, e é
altamente explorada por sua excelente madeira, que ¢ utilizada para a construgdo civil e naval

(Carvalho, 2004; Campos Filho; Sartorelli, 2015).
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Visando a producao de mudas de espécies florestais nativas em viveiros, que apresentem
potencial para recuperacdo de areas degradadas, o risco de extingdo que a espécie se encontra
e as mudangas climéticas que tem alterado as condigdes ambientais, o objetivo deste trabalho
foi avaliar o comportamento germinativo das sementes de 4. polyneuron, analisando os limites
de tolerancia e a capacidade de adaptagdo destas sob influéncia do déficit hidrico, afim de se

utilizar a espécie para reflorestamento em ambientes com diferentes taxas pluviométricas.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no laboratorio de Fisiologia Vegetal da Universidade Estadual
do Oeste do Parand (UNIOESTE) — campus Cascavel, de outubro a dezembro de 2016,
utilizando sementes de A. polyneuron cedidas pelo Instituto Ambiental do Parana (IAP),
coletadas em Terra Boa-PR em 2014.

Previamente ao inicio dos experimentos, foi realizada remoc¢do das alas e assepsia das
sementes com hipoclorito de sédio a 1%, afim de se evitar a contaminacao por fungos (Brasil,
2013). Os testes de germinagdo foram realizados em placas de Petri com trés folhas de papel
“Germitest”, embebidas com 7 mL de diferentes solugdes contendo polietileno-glicol (PEG
6000) para simular o estresse hidrico em diferentes niveis de potencial osmético, sendo
utilizada agua destilada para representar o potencial 0,0. Foram preparadas 4 repeti¢cdes de 15
sementes em cada tratamento.

Os potenciais hidricos testados neste trabalho foram de 0,0, -0,2, -0,4, -0,6, -0,8, -1,0, -1,2
e -1,4 MPa, e as quantidades de PEG utilizadas foram calculadas baseando-se na metodologia
proposta por Villela et al. (1991). O experimento foi conduzido por 26 dias em camara de
germinacdo, com temperatura e regime de luz regulados para 25 °C e 12 horas,
respectivamente, sendo consideradas germinadas as sementes que emitiram 2 mm de raiz
primaria (Hadas, 1976).

As variaveis analisadas foram a porcentagem de germinagdo, tempo médio de germinagao
(TMG) (Edmond & Drapala, 1958), indice de velocidade de germinacgdo (IVG) (Silva &
Nakagawa, 1995), frequéncia relativa e sincroniza¢ao da germinagao (Santana & Ranal, 2004).

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com oito niveis de
potencial osmotico e quatro repeticdes. Para andlise estatistica, o software utilizado foi o R,
onde realizou-se analises de regressao testando os modelos linear, quadratico e ctbico, sendo
as médias apresentadas com dados ndo transformados e selecionando-se o modelo significativo

de maior ordem (R?), juntamente com a equagdo que melhor se ajustou aos dados.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A medida que o potencial osmético se tornou mais negativo, houve redugdo da porcentagem
de germinacdo nas sementes de A. polyneuron, que foi maior na testemunha (71,5%), seguida
pela condicao de -0,2 MPa (58%), como pode ser observado na figura 1. A reducgdo atinge 15%
no potencial de -0,4 MPa, 5% em -0,6 MPa, e esta se torna nula a partir de -0,8 MPa,

evidenciando sua sensibilidade a restri¢ao hidrica.
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Figura 1. Germinacao de sementes de Aspidosperma polyneuron submetidas ao estresse hidrico
por solucdes de PEG em diferentes potenciais osmoticos

O limite de tolerancia das sementes de A. polyneuron ao estresse hidrico se mostrou
diferente de outras espécies florestais nativas arboreas como Chorisia glaziovii (Silva et al.
2016), que a partir do potencial osmotico de -0,3 MPa ndo germinou, e Piptadenia
moniliformis, que sofreu redu¢do no seu potencial germinativo a partir do potencial osmético
de -0,6 MPa (Azerédo et al., 2016). Sementes de Amburana cearensis deixaram de germinar
em potenciais a partir de -0,8 MPa (Almeida et al., 2014), assim como Erythrina falcata
apresentou sua germinacdo nula a -1,0 MPa (Pelegrini et al. 2013).

Nota-se que apesar de varias espécies serem sensiveis ao déficit hidrico, cada espécie o
tolera de maneira diferente, existindo um valor de potencial hidrico critico especifico que, ao
ser atingido, ndo permite que a semente germine (Kappes et al., 2010), sendo este -0,8 MPa
para a espécie em estudo.

O PEG como solugdo inerte e nao toxica, reduz o potencial germinativo apenas por diminuir
a entrada de 4gua nas sementes (Dalberto & Braga, 2013). Assim, potenciais hidricos negativos

causam redu¢do da absor¢ao de agua, podendo inviabilizar a sequéncia de eventos do processo
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germinativo, reduzindo a porcentagem e a velocidade de germinacdo (SILVA et al., 2016),
como observou-se para A. polyneuron.

A disponibilidade de agua ¢ um fator essencial para o inicio da germinagdo, pois esta
envolve-se direta e indiretamente nos processos metabodlicos, amolecendo o tegumento e
favorecendo a entrada e disponibilidade de oxigénio na semente, e consequentemente,
induzindo a expansao do volume embrionario e dos tecidos de reserva, para assim permitir o
crescimento do eixo embrionario (Guedes et al., 2013).

Assim, a tendéncia a diminui¢do da porcentagem de germinag¢do em potenciais negativos
pode ser atribuida a reducdo da atividade enzimadtica, que causa a menor promocdo do
desenvolvimento meristematico devido a falta de 4gua na semente (Teixeira et al., 2011).
Quando a pressdo de turgor ¢ reduzida, o estresse hidrico suprime o crescimento e expansao
celular, afetando o metabolismo, crescimento e estabelecimento das plantulas (Soares et al.,
2015).

O indice de velocidade de germinagdo também foi progressivamente reduzido conforme
houve reducdo do potencial hidrico (figura 2), consequentemente levando ao aumento do

tempo que essas sementes necessitam para completar o seu processo de germinagao.
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Figura 2. Indice de velocidade de germinacio (IVG) de sementes de Aspidosperma polyneuron
submetidas ao estresse hidrico por solu¢des de PEG em diferentes potenciais osmoticos
Conforme o potencial hidrico decresce, a velocidade de absor¢do de dgua pelas sementes
também diminui, aumentando o tempo necessario para estas atingirem o teor de 4gua minimo
necessario para iniciar a germinagdo (Bello et al., 2008). Segundo Martins et al. (2014), o
aumento do estresse ambiental leva a uma diminuicdo da velocidade de germinacdo. O
potencial hidrico intervém no alongamento celular e na sintese de parede, e desta forma atrasa

0 processo germinativo.
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O TMG esta representado na figura 3, onde € possivel observar o aumento médio no numero
de dias necessarios para a germinagdo nos potenciais abaixo de 0,0 MPa (figura 3). E valido
ressaltar também que estes tratamentos apresentaram menores porcentagens germinativas,

principalmente nos tratamentos de -0,4 e -0,6 MPa.
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Figura 3. Tempo médio de germinacdo (TMG) de sementes de Aspidosperma polyneuron
submetidas ao estresse hidrico por solu¢des de PEG em diferentes potenciais osmoticos

O TMG ¢ uma varidvel importante para detectar a agilidade com que as sementes germinam,
servindo de ferramenta para avaliar a velocidade de ocupagdo de uma espécie em determinado
nicho ou local (Silva; Medeiros Filho, 2006). Assim, nota-se que a partir de potenciais hidricos
negativos, a capacidade de A. polyneuron de germinar e de consequentemente se instalar no
ambiente foi menor, sugerindo que suas sementes possuem baixa capacidade de adaptagdo a
areas acometidas pelo déficit hidrico.

Enquanto as sementes de A. polyneuron que ndo foram submetidas ao estresse hidrico (0,0
MPa) iniciaram sua germinagdo no sétimo dia, aquelas expostas ao potencial de -0,2 MPa
levaram nove dias. J& nos potenciais de -0,4 e -0,6 MPa, as sementes comegaram a germinar
em 12 e 14 dias respectivamente. Trabalhos realizados para outras espécies que ocorrem na
Floresta Estacional Semidecidual, como Amburana acreana (Bello et al., 2008), Poincianella
pyramidalis e Anadenanthera colubrina (Santos et al. 2016), demonstram que sementes
afetadas pelo estresse hidrico levam mais tempo para germinar, assim como foi verificado neste
experimento.

A velocidade em que o processo de germinagao ocorre ¢ fundamental para a sobrevivéncia
e desenvolvimento dela no meio, diminuindo a exposi¢do da semente as condi¢des adversas

(Secco et al., 2010), e visto que as sementes ao serem submetidas a potenciais menores
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germinaram mais devagar, o ideal seria ndo utilizad-la em areas com baixa disponibilidade
hidrica, ja que esta se torna mais susceptivel a riscos.

A frequéncia relativa e a sincronia da germinacdo também foram afetadas pelo restrigdo
hidrica, como mostra a figura 4. Enquanto a germinagao ¢ mais distribuida temporalmente em
potenciais hidricos maiores, nas concentragdes de -0,4 MPa e -0,6 MPa houve maior
sincronizagdo das sementes. Além disso, nota-se que o pico de germinacao, quando comparado

ao potencial zero, foi deslocado para a direita no potencial de -0,2 MPa.
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Figura 4. Frequéncia e sincroniza¢do da germinacdo das sementes de Aspidosperma
polyneuron submetidas ao estresse hidrico em diferentes concentragdes de PEG 6000 (0,0, -
0,2, -0,4 e -0,6 MPa) por 26 dias. PG = porcentagem média de sementes germinadas (%), TMG
= tempo médio (dias) de germinagdo e IVG = indice de velocidade de germinagdo, U =
sincronia

Apesar da sincroniza¢do ser maior nos potenciais de -0,4 e -0,6 MPa, a porcentagem de
sementes germinadas foi muito baixa quando comparada aos potenciais maiores e, portanto,
ndo sdo consideradas ideais para a germinagao da espécie, mesmo quando se busca uma maior
sincronia, como € o caso dos viveiros de mudas.

A heterogeneidade no padrdo de distribuicdo da frequéncia possui um significado

adaptativo, visto que este pode ajudar na manuten¢do do banco de sementes no solo em
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periodos transitérios de seca ou oscilagdes de temperatura (Vieira et al., 2007), o que explica
o pico inicial no potencial 0,0 MPa e o restante da germinagdo distribuida ao longo do
experimento.

E valido ressaltar que, as sementes que iniciaram sua embebigdo, mas ndo germinaram,
foram infectadas por fungos e perderam sua viabilidade, diminuindo a porcentagem de
germinagdo em todos os tratamentos. Oliveira et al. (2011) ressaltam que quanto mais veloz ¢
0 processo germinativo, menor ¢ a chance de a semente sofrer pela influéncia de patdégenos.

Os estudos sobre como estresses ambientais influenciam na germinagao de sementes sdo de
grande importancia na ecofisiologia, visto que avaliam a tolerancia e capacidade de adaptacao
das espécies. A capacidade que algumas espécies t€ém de germinar em condigdes desfavoraveis
confere vantagens ecoldgicas sobre outras que sdo sensiveis (Lavezo et al., 2015).

Potenciais a partir de -0,8 MPa impediram a germinacao de 4. polyneuron, que teve seu
tempo médio aumentado e sua velocidade germinativa reduzida em potenciais a partir de -0,2
MPa.

Os resultados demonstram a importancia de se avaliar a tolerancia ao estresse hidrico de
diferentes espécies, para que se possa utilizar exemplares florestais ideais para cada area de
reflorestamento. Assim, a partir deste estudo, ¢ possivel inferir que o melhor desempenho
fisioloégico das sementes de 4. polyneuron ocorre em ambientes que ndo possuem restricao
hidrica, visto sua sensibilidade a potenciais hidricos negativos, principalmente a partir de -0,4

MPa.

CONCLUSAO

As sementes de A. polyneuron ndo sio capazes de germinar em potenciais osmoticos abaixo
de -0,6 MPa, podendo ser consideradas sensiveis ao déficit hidrico. Desta forma, recomenda-
se que sua producao por viveiros seja realizada em regime hidrico constante, mesmo quando

se busca uma maior uniformidade na germinagao.
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CAPITULO 2

O EFEITO DO ESTRESSE HIDRICO NA DEGRADACAO DE ACUCARES E
PROTEINAS SOLUVEIS DURANTE A GERMINACAO DE SEMENTES DE
Aspidosperma polyneuron Mull. Arg.

O artigo segue as normas
sugeridas pela Revista
Cerne, citada em anexo 1

do capitulo 2.



Efeito do estresse hidrico na degradacao de aguicares e proteinas solluveis durante a
germinacao de sementes de Aspidosperma polyneuron Miill. Arg.

Resumo: Este trabalho teve por objetivo avaliar a degradacao de agucares soluveis totais e
redutores, sacarose e proteinas soluveis nas sementes de Aspidosperma polyneuron sob
estresse hidrico. Foram determinadas as alteracbes na quantidade de acuUcares soluveis
totais, agucares redutores, sacarose, albuminas, globulinas, prolaminas e glutelinas na
semente intacta, utilizando-se para as analises 1 mg de massa fresca de cada amostra. O
experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial
duplo, sendo 5 periodos de coleta (0, 18, 36, 56 e 78h) e 8 potenciais osméticos (0,0, -0,2, -
04, -0,6, -0,8, -1,0, -1,2 e -1,4 MPa). Houve interagéo significativa entre os fatores para a
maioria das substancias analisadas, exceto para glutelina, em que apenas os fatores isolados
mostraram influéncia, e para sacarose, em que nenhum fator se mostrou significativo. O
conteudo inicial de agucares soluveis totais foi em média de 532,44, aglcares redutores 0,07
e sacarose de 2,86 mg g'. A glutelina presente na semente foi de 69,92, albumina 60,14,
globulina 36,75 e prolamina 14 mg g™'. O estresse hidrico modificou a forma e a velocidade
com a qual as sementes mobilizam suas reservas de proteinas, agucares sollveis totais e
redutores, interferindo no padrao de degradacdo das mesmas. As proteinas sollveis foram
degradadas mais rapidamente em sementes submetidas a potenciais mais negativos,
enquanto os agucares soluveis totais foram degradados mais lentamente conforme o
potencial hidrico diminuiu. Os acucares sollveis totais representaram a maior parte das
reservas estudadas, sendo que as glutelinas foram as proteinas mais abundantes nas
sementes da espécie.

Palavras-chave: potencial osmético, reservas da semente, peroba rosa, espécie nativa.
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Effect of water stress on degradation of soluble sugars and proteins throughout the

germination of Aspidosperma polyneuron Miill. Arg. seeds

Abstract: This study aimed to evaluate the degradation of total soluble and reducing sugars,
sucrose and soluble proteins in Aspidosperma polyneuron seeds under water stress,
monitoring the alterations in sugar and protein contents during germination period. The
content alterations in quantity of total soluble sugars, reducing sugar, sucrose, albumins,
globulins, prolamins and glutelins in the seed intact were determined, using 1 mg fresh mass
of each sample for the analysis. The experiment was conducted in completely randomized
design, in double factorial scheme 5 collecting periods (0, 18, 36, 56 and 78 h) and 8 osmotic
potentials (0.0, -0.2, -0.4, -0.6, -0.8, -1.0, -1.2 and -1.4 MPa). There was significant interaction
between the factors for most of the analyzed substances, except for glutelin, in which only
isolated factors showed influence, and for sucrose, in which none of the factors showed
significance. The initial content of total soluble sugars was in average 532.44, reducing sugars
0.07 and sucrose 2.86 mg g™'. Glutelin present in the seed was 69.92, albumin 60.14, globulin
36.75 and prolamin 14 mg g™'. Water stress modifies the way and speed seeds mobilize their
protein, total soluble and reducing sugar reserves, interfering in the degradation pattern of
them. Soluble proteins were degraded faster in seeds subjected to more negative potentials,
while total soluble sugars were degraded slower in lower hydric potentials. Total soluble
sugars represent most part of the studied reserves, and glutelin was the most abundant protein
in the species seed.

Key words: osmotic potential, seed reserves, pink peroba, native species.
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INTRODUCAO

Aspidosperma polyneuron Mull. Arg., conhecida popularmente como peroba-rosa, é
uma espécie caracteristica da Floresta Estacional Semidecidual, na formagao submontana,
que ocorre naturalmente do Parana até Rondénia e Bahia, em locais que variam entre 850 e
2.400 mm de pluviosidade média anual (RIBAS et al., 2005).

A peroba-rosa possui frutificagao irregular e € uma espécie arboérea de grande porte,
dificultando a colheita dos frutos. Além disso, seu crescimento lento e dificuldade de
propagacgao por estaquia prejudicam a recuperagao da espécie (CARVALHO, 2004). Devido
a alta exploracédo, a peroba-rosa se encontra em risco de extingdo, e também na lista para
conservagao ex-situ e in-situ no Brasil e na Venezuela (FILHO; SARTORELLI, 2015). Para
gue se possa conservar a espécie, € necessario entender como esta se desenvolve, desde
a producéo, dispersao e germinagao de sua semente.

Estudos fisiolégicos com sementes sao essenciais para a compreensdo da
germinagao, e o conhecimento dos limites de tolerancia e capacidade de adaptagao a fatores
ambientais sdo determinantes neste processo. Assim, sementes florestais de alta qualidade
podem ser selecionadas e utilizadas na propagacao das espécies nativas, seja na etapa de
producdo de mudas ou semeadura direta para recuperacdo de areas degradadas
(DALBERTO & BRAGA, 2013; ATAIDE et al., 2014).

A germinagéo, fase critica do ciclo de vida do vegetal, inicia-se pela absorgéo de agua,
sendo esta o fator responsavel pelo inicio de tal etapa do desenvolvimento das plantas. Apos
ser absorvida, a agua reativa o metabolismo germinativo, sendo indispensavel para reac¢des
enzimaticas, transporte e solubilidade de solutos e mobilizacdo de reservas da semente
(MEDEIROS et al., 2015).

As reservas nutritivas das sementes servem como substrato para a producido de
energia, e construgdo de estruturas celulares pelo embrido. Cada espécie possui uma

quantidade diferente de carboidratos, proteinas e lipideos em sua constituicdo, e esta
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quantidade varia durante a germinacgéao e estadio de plantula na qual o individuo se encontra
(PONTES et al., 2002). Estes nutrientes serdo responsaveis por sustentar a semente e a
plantula no inicio de seu desenvolvimento, ja que esta ainda néo possui capacidade de fazer
fotossintese.

Quando as sementes se encontram em um substrato com potencial osmético
negativo, principalmente no inicio do processo de germinagao, estas podem nao conseguir
passar pela sequéncia de eventos durante a embebicéo, causando um atraso e diminuicao
do potencial e da velocidade com que a germinagao ocorre (GUEDES et al., 2013), ndo sendo
capazes de construir todo seu aparato fotossintético antes das reservas nutritivas acabarem.

Desta forma, a auséncia de agua pode restringir o desenvolvimento vegetal, causando
modificagdes morfolégicas e anatdbmicas nas plantulas que serdo formadas, e limitando
reagdes bioquimicas, celulares e moleculares, até mesmo inviabilizando a semente (LAVEZO
et al., 2015).

Devido a grande importancia das reservas durante a germinagédo e com o intuito de
verificar como o déficit hidrico afeta a degradagéo destas em Aspidosperma polyneuron, este
trabalho teve por objetivo avaliar a degradagdo de acucares soluveis totais, agucares
redutores, sacarose e proteinas soluveis nas sementes sob estresse hidrico, acompanhando

as alteragdes no conteudo de agucares e proteinas durante o periodo germinativo.

METODOLOGIA

As sementes de Aspidosperma polyneuron foram colhidas em 2014 pelo Instituto
Ambiental do Parana (IAP) na regidao de Terra Boa - PR e doadas para o presente
experimento, que foi realizado no Laboratério de Fisiologia Vegetal da UNIOESTE — campus
Cascavel de fevereiro a agosto de 2017.

Foi realizada uma curva de embebicao para estabelecer os pontos de coleta das
sementes, baseando-se no padrao trifasico de absorgdo de agua da espécie, proposto por
Rodrigues et al. (dados nao publicados), sendo os periodos estabelecidos de 0, 18, 36, 56 e

78 horas (semente sem embebi¢do, meio da fase |, mudanga da fase | para fase Il, meio da
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fase Il e mudancga da fase Il para fase lll). Previamente ao experimento, foi realizada remogéao
das alas das sementes e assepsia com hipoclorito de sddio a 1% para evitar a proliferacédo
de fungos. Para cada fase da germinagéao sob estresse hidrico, foram utilizadas 4 repeti¢cbes
de 15 sementes para os oito potenciais osméticos. O substrato foi umedecido com solugdes
de PEG (-0,2; -0,4; -0,6; -0,8; -1,0; -1,2 e -1,4 MPa) para simular os diferentes potenciais
osmoéticos, além da agua destilada para representar o potencial de 0,0 MPa. As placas de
Petri foram mantidas em camara de germinagdo em temperatura de 25 °C e regime de 12
horas de luz e, em cada periodo estabelecido, as sementes eram coletadas e congeladas
com nitrogénio liquido com o intuito de paralisar as atividades metabdlicas e degradacao das
substancias analisadas.

Foram determinadas as altera¢des na quantidade de agucares soluveis totais (AST),
acgucares redutores (AR), sacarose, glutelinas, albuminas, globulinas e prolaminas na
semente inteira, utilizando-se para as analises 100 mg de massa fresca de cada amostra.
Além disso, as leituras foram realizadas em triplicada, utilizando espectrofotdmetro.

A extragdo de agucares seguiu a metodologia de Garcia et al. (2006), sendo
realizadas trés extracdes exaustivas com alcool 80% para retirada completa dos agucares da
amostra. O sobrenadante foi utilizado para quantificacdo de AST, AR e sacarose, sendo
utilizado o reagente antrona para agucares soluveis totais (MORRIS, 1948; YEMM & WILLIS,
1954) e sacarose (PASSOS, 1996), e reagente DNS (MILLER, 1959) para agucares
redutores.

Para extracao de proteinas soluveis totais, foi utilizado o método de extragido seriada
de Suda e Giorgini (2000), em que cada uma das quatro proteinas foram extraidas conforme
sua solubilidade, sendo a albumina com agua destilada, a globulina com 5% de cloreto de
sodio, a prolamina com 60% de etanol e a glutelina com 0,4% de hidroxido de sodio. Os
extratos foram centrifugados e a cada 24 horas foi extraida uma proteina, de acordo com o
solvente. Ja para sua quantificagao, a metodologia utilizada é de Bradfort (1976) utilizando o

reagente Comassie Blue.
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O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em
esquema fatorial duplo (5 periodos de embebicéo x 8 potenciais osméticos). Para as analises
do conteudo de agucares e proteinas, foram avaliados modelos de regressao linear e néo-
linear, selecionados de acordo com o maior coeficiente de determinagédo e menor erro padrao
da média.

As significancias das regressbes foram testadas pelo teste F ao nivel de 5% e o
programa estatistico utilizado foi o R. Apesar de apenas os dados de AST serem
considerados normais, todos os dados foram apresentados sem transformacgéo, baseando-
se em Reis e Ribeiro Junior (2007), que afirmam que mesmo quando as variaveis nao
apresentam normalidade dos residuos, a mudanca dos parametros das distribuicbes
lognormal e binomial provocam maiores altera¢cdes no comportamento dos testes em relagcéo

a distribuicdo normal.

RESULTADOS

Houve interagdo significativa entre os fatores para a maioria das substancias
analisadas, exceto para glutelina, em que apenas os fatores isolados mostraram influéncia,
e para sacarose, em que nenhum fator se mostrou significativo.

O conteudo inicial de agucares sollveis totais foi em média de 532,44 mg g (figura
1), sendo degradado no decorrer do experimento em todos os potenciais testados. A
degradacéo até 18 horas foi maior nos potenciais de 0,0, -0,2, -0,4 e -0,8 MPa, representando
uma diminuicdo de 50, 44, 47 e 44% respectivamente, e menor em -1,2 MPa, uma reducgdo
de 13% com relagdo a semente ndo embebida. Em 36 horas, a tendéncia dos AST foi de
permanecer constante, voltando a diminuir em 56 horas nos potenciais de -0,6, -1,0 e -1,2
MPa. Ao final das 78 horas de embebicdo, os tratamentos apresentaram conteldo
semelhante, variando entre 287,4 e 387,73 mg g e, com excegéo de 0,0 e -1,4 MPa, a
tendéncia vista foi a de retornar o crescimento (CV =9,39% p > 0,05).

A quantidade de agucares redutores presente na semente antes da embebigao foi de

0,07 mg g™' — como mostra a figura 1, e em 18 horas ja foi possivel notar a degradagéo dos
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mesmos em todos os potenciais. Em 36 horas, notou-se uma diminuicdo ainda maior no
potencial de -0,8 MPa, e em 56 horas o menor contelido foi apresentado no potencial de -1,4
MPa. Ao atingir 78 horas de embebigéo, os potenciais de -0,4 e -1,0 MPa apresentaram uma
diminuicdo ainda maior, possuindo um conteudo respectivo de 0,0127 e 0,0172 mg g™,
diminuicdo de 82 e 76% quando comparado a semente nao embebida. Por outro lado, no
mesmo ponto de coleta, os potenciais de -0,6, -0,8 e -1,4 MPa mostraram um aumento no
conteudo de AR, sendo que em -0,6 e -0,8 MPa o valor atingiu a mesma quantidade do
conteudo inicial da substancia. (CV = 0,56% p < 0,05).

O indice de sacarose, que nao apresentou variagdes significativas, teve conteudo
inicial na semente de 2,86 mg g”, e tendeu a ser constante no decorrer das horas de
embebicao.

A glutelina foi a proteina presente em maior quantidade na semente previamente a
embebicdo, com 69,92 mg g, e ja em 18 horas houve um decrécimo em seu contetdo,
atingindo 50% em 36 horas. Nas horas subsequentes, a semente tendeu a manter seu
conteudo constante e a mostrar aumento de glutelina a partir das 78 horas para 0,0, -0,2 e
principalmente para -1,2 MPa (figura 2) (CV = 8,53%, p < 0,05).

A mobilizagdo de albumina esta representada na figura 2, sendo o conteudo inicial
médio presente na semente de 60,14 mg g™’ e o maior consumo em 18 horas para a maioria
dos potenciais, exceto para os tratamentos de 0 a -0,4 MPa, em que a maior taxa de
degradacgéo foi no final da fase |, em 36 horas. A partir de 56 horas, o conteudo de albumina
nos potenciais de 0, -0,2, -1,2 e -1,4 aumentou, enquanto nos demais esta ndo apresentou
alteragdes significativas. No final das 78 horas, o conteudo de albumina foi estatisticamente
semelhante as 56 horas para todos os tratamentos. Em 78 horas, no menor potencial
osmotico (-1,4 MPa), a quantidade de albumina foi estatisticamente maior do que em 0 e -0,4
MPa, que apresentaram as menores médias (CV = 11,6% p > 0,05).

O teor inicial da globulina foi de 36,75 mg g, e sua degradacéo ja é visivel em 18
horas na maioria dos potenciais, com excegéo de -0,8 MPa, o qual segue estavel (figura 3).

Enquanto ha uma tendéncia em permanecer constante ha 36 e 56 horas, em 78 horas os
35



potenciais de 0,0, -0,4, -0,6 tendem a diminuir, enquanto os demais a aumentar, exceto -1,0
o qual mantém-se estavel. Ao fim das 78 horas, os menores valores de globulina foram
encontrados em 0,0 e -0,4 MPa, de 10,78 mg g™ (CV = 13,37% p < 0,05).

Dentre as proteinas, a prolamina foi a substancia presente em menor quantidade na
semente antes do inicio da embebicéo (figura 3). Seu contetdo inicial foi de 14 mg g™, e com
excecao de -0,2 e -1,4 MPa que permaneceram constantes no decorrer de todas as horas,
0s demais potenciais tenderam ao decréscimo ja em 18 horas. A tendéncia é de aumentar
novamente até atingir o pico mais alto em 56 horas e de mais uma vez diminuir em 78 horas,

sendo a curva mais acentuada nos potenciais de -1,0 e -1,2 MPa (CV = 8,35% p > 0,05).

DISCUSSAO

A baixa disponibilidade de agua afeta a digestdo das reservas e translocagéo de
produtos metabolizados no tecido de reserva para o embrido, afetando consequentemente a
maneira com que a germinagao ocorre (TEIXEIRA et al., 2011). Assim, as diferengas na
mobilizacdo de reservas que ocorrem de acordo com o potencial hidrico podem causar
alteracbes no desenvolvimento do embrido, e até mesmo impedir que este se desenvolva.

A diminuicdo de agucares soluveis totais das sementes de A. polyneuron logo nas
primeiras horas de embebig¢édo, como visto na figura 1, principalmente nos potenciais hidricos
mais préximos a 0,0 MPa (0,0, -0,2, -0,4 e -0,8), que tiveram redugéo de mais de 40% de seu
conteudo, ocorre porque os carboidratos pré-formados nas sementes sdo o primeiro substrato
energético durante a etapa pré-germinativa (ERBAS & SANLI, 2016). O mesmo
comportamento aconteceu para sementes de Schizolobium parahyba, que apresentam
reducao visivel durante a primeira fase da embebi¢cdo e manteve seu contelddo estavel nos
periodos seguintes (MAGALHAES; BORGES; BERGER, 2010).

No geral, os agucares soluveis totais foram degradados de maneira mais lenta,
conforme o potencial hidrico se tornou mais negativo. Segundo Reis et al. (2012), os agucares
soluveis tendem a se acumular nas sementes em potenciais hidricos mais baixos, como

forma destas tentarem se ajustar ao potencial osmatico, protegendo-as indiretamente contra
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a desestabilizagao de proteinas. Para A. polyneuron, neste experimento foi constatada uma
tendéncia a dminuir até 56 horas e aumentar o conteido de AST em 78 horas, nos potenciais
de -0,2 a -1,2 MPa.

Ao contrario dos AST, a quantidade de agucares redutores presente em A. polyneuron
foi muito baixa (figura 1), diferente do que foi encontrado por Dantas et al. (2008) para
Caesalpinia pyramidalis, da familia das Fabaceae, em que os valores de AR foram muito
maiores do que de AST. Para A. polyneuron, os agucares redutores foram degradados em
todos os potenciais ja no inicio da embebigéo, e o acumulo foi observado apds 78 horas
apenas para os potenciais de -0,6, -0,8 e -1,4 MPa. Isto reafirma que diferentes espécies
possuem diferentes quantidades de substancias, assim como cada espécie pode utiliza-las
em tempo ou de maneira diferentes, podendo ser durante a germinagao ou fase de plantula
(REIS et al., 2012).

A sacarose, que nao apresentou variagao significativa nem entre os potenciais e nem
entre as horas, € um acucar soluvel amplamente distribuido entre as angiospermas
(BUCKEBRIDGE, 2004). Segundo Buckeridge et al. (2000), a sacarose esta em todas as
partes da semente, inclusive no embrido, atuando nos processos de reorganizagéo celular
dos tecidos na fase preliminar de mobilizacdo de polissacarideos de reserva de parede
celular. Portanto, a partir da quantificacdo de sacarose da semente como um todo, ndo foi
possivel notar diferencas no conteido de sacarose, visto que esta pode ter sido consumida
e sintetizada em diferentes partes da semente.

As proteinas soluveis apresentadas em A. polyneuron neste experimento, como
observado nas figuras 2 e 3, de maneira geral foram metabolizadas mais rapidamente
conforme o potencial osmético diminuiu, ou seja, conforme maior foi o estresse aplicado, mais
veloz foi o consumo destas, podendo ser uma forma da semente tentar amenizar os danos
causados pelo déficit hidrico.

De acordo com Henning et al. (2010), o conteudo de proteinas esta relacionado com
a qualidade fisiologica da semente, sendo as reservas influenciadas pelo ambiente, e caso a

semente perca sua viabilidade, durante o processo de deterioracdo ocorre um decréscimo no
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conteudo de proteinas soluveis, 0 que poderia explicar a alta taxa de consumo destas
substancias logo nas primeiras horas de embebicdo em potenciais mais baixos, visto que as
sementes da espécie ndo sdo capazes de germinar em potenciais osmaoticos abaixo de -0,6
MPa (RODRIGUES et al., dados n&o publicados).

As glutelinas, prolaminas, albuminas e globulinas sdo proteinas de armazenamento,
e sua composigao exerce importante papel a germinacédo e ao desenvolvimento inicial da
plantula, sendo estas utilizadas para a formacdo de novos tecidos do embrido durante a
germinagao, e mesmo representando 50% das proteinas encontradas em sementes, sua
proporgao difere de acordo com a espécie (MARCOS-FILHO, 2015).

Assim, como a proteina mais representativa em A. polyneuron foi a glutelina, esta
também é a mais predominante em sementes de outras espécies de arvores nativas de
diferentes familias, como foi encontrado por Souza et al. (2012) em Mizilaurus itauba
(Lauraceae), Byrsonima lancifolia (Malpighiaceae) e Eschweilera ovata (Lecythidaceae).

As glutelinas, em geral, constituem os principais componentes das proteinas
metabolicamente inativas das sementes e se associam a estrutura dos tecidos, sendo a
proteina armazenada de maior importancia (MARCOS-FILHO, 2015), o que pode justificar
sua abundancia na espécie. Mesmo apo6s 78 horas, esta foi a proteina sollvel mais presente
nas sementes expostas a todos os potenciais hidricos (figura 2).

De maneira geral, foi possivel observar que conforme o potencial osmético diminui, a
velocidade de degradagao da albumina aumentou (figura 2), levando a um consumo mais
rapido quando comparados a potenciais mais préximos a 0,0 MPa. Tal resultado pode ter
relacdo com o aumento da atividade de enzimas que quebram proteinas de reservas, pois
segundo Lechinoski et al. (2007), a deficiéncia hidrica afeta todo o processo bioquimico da
semente.

Os teores de albumina diminuem durante a primeira fase de embebig¢éo e voltam a
aumentar durante a fase Il, assim como foi observado em sementes de Caesalpinia

pyramidalis por Dantas et al. (2008), que explicam que as albuminas sdo geralmente enzimas,
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e 0 aumento em seu conteudo esta relacionado com a reidratagcdo e biossintese destas
proteinas funcionais.

As globulinas representaram cerca de 20% das proteinas estudadas na semente,
sendo a terceira mais abundante. Em sementes de Schinopsis brasiliensis, as globulinas
foram as proteinas mais representativas (DANTAS et al., 2008). Estas proteinas sao
encontradas em abundancia em leguminosas e sdao mais resistentes ao calor (MARCOS
FILHO, 2015), o que nao é o caso de A. polyneuron, pertencente a familia Apocynaceae.

As prolaminas, por sua vez, constituiram a menor por¢cao de proteinas da espécie
estudada. Estas sdo armazenadas em forma de corpos proteicos, sendo sollveis em
solugdes etanoicas (ARAGAO et al., 2015) e encontradas em altas quantidades
principalmente em gramineas (SOUZA et al., 2012), justificando sua baixa concentragdo em
A. polyneuron, ja que sua presenga é incomum para sementes dos demais grupos.

A deficiéncia hidrica pode alterar a fisiologia do vegetal, levando a mudangas no
acumulo de reservas em sementes que passam pelo estresse (PAIOLA ALBRECHT et al.,
2008). Assim, estas nao apresentam o mesmo padréo de desenvolvimento e mobilizagao que
uma semente apresentaria em um ambiente que fornega quantidades adequadas de agua.

Como a degradagao das reservas esta inteiramente ligada a germinagao, a velocidade
com a qual estas sdo consumidas refletem no tempo que as sementes levardo para germinar
(SILVA et al., 2015). O aumento no tempo médio de germinagao que sementes apresentam
ao serem submetidas a potenciais osmaéticos negativos, pode estar relacionada a menor
velocidade de consumo dos agucares soluveis totais € com a maior rapidez em degradar as
proteinas soluveis.

E valido ressaltar que, uma vez que essas sementes ndo consigam transformar seu
suprimento de reservas dos tecidos de armazenamento, e incorpora-los pelo eixo
embrionario, as plantulas que serdo originadas apresentardo também menor taxa de
crescimento (MEDEIROS et al.,, 2015), e consequentemente uma menor chance de

sobreviver e se desenvolver no ambiente.
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CONCLUSAO

- O estresse hidrico modifica a forma e a velocidade com a qual as sementes de A.
polyneuron mobilizam suas reservas de proteinas, agucares soluveis totais e redutores,
interferindo no padrao de degradagao das mesmas.

- De maneira geral, as proteinas soluveis foram degradadas mais rapidamente em
sementes submetidas a potenciais mais negativos, enquanto os agucares soluveis totais
foram degradados mais lentamente conforme o potencial hidrico diminuiu.

- Os acgucares soluveis totais representaram a maior parte das reservas estudadas,

sendo que as glutelinas foram as proteinas mais abundantes nas sementes da espécie.
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Figura 3. Degradacdo do conteudo de
globulina (O) e prolamina (@)
durante a embebi¢do (0 — semente
seca, 18, 36, 56 e 78 horas) das
sementes de Aspidosperma
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Anexo 2
Normas para publicagcdo na Revista Cerne

Form and preparation of manuscripts

We publish two types of papers: Research Articles and Review Articles. Only original work should be

submitted to Cerne.

The submitted manuscript should be typed in the Microsoft Word for Windows processor, obeying the
following specifications:

Spacing of the text: double spacing;

Margins: lateral, lower and upper margins three cm;
Indent of the first line: 12.5 mm;

Paper: A4 format;

Font: Arial, size 11.

Number of pages: up to 25 pages for Research Articles and up to 30 pages for Review Articles
including figures and tables. The pages, lines, tables and figures should be numbered consecutively.

Tables: Tables should be part of the body of the paper and they must be presented in Word or Excel.
The title should be above the table. Vertical lines separating the columns should not appear.

Graphs/Figures/Photographs: should be presented in black and white (in color only if extremely
necessary), inserted in the text after citation and also in a separate file saved in “tif’ or “jpg” extension,
with 300 dpi resolution. Graphs should also be presented in a separate Excel file. The title should be
below the figure. The figure’s text should clear and with contrast.

Symbols, mathematical equations, abbreviations and chemical formula: must be presented using
a word processor that permits formatting, and not inserted as a figure. Whenever possible, should follow
as closely as possible the guidelines presented in:

International Union of Forestry Research Organizations. The standardization of symbols in forest
mensuration. Maine Agricultural Experiment Station Technical Bulletin 15. 1965.

Structure and organization
The article should be presented in the following sequence:
Title: containing no more than 15 words in capital letters and bold.

Abstract: should be informative and should explain the objectives, material and methods, results and
conclusion of the work in a maximum of 250 words all written in one paragraph. The abstract must not
contain citations.

Key words: minimum of three and maximum of five. They should not repeat words that are already in
the title. These may include short phrases as well as individual words and should be separate by
commas.
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Introduction: should present a concise vision of the current level of knowledge that has been achieved
within the subject area that the paper will discuss. It should neither give an extensive review nor should
it include details about the results and discussion. It should clearly indicate the objectives of the
research that was carried out. This section may not be subdivided.

Material and Methods: this section can contain subdivisions, with subtitles in bold print.

Results and Discussion: this section can be subdivided in sections with concise, descriptive titles in
bold print. Results and discussion may be presented as two separate sections.

Conclusions
References: they should follow citation norms presented below.
CITATIONS IN THE TEXT

Authors citations in the text should be made according to the following examples:

a) Pereira (1995) or (PEREIRA, 1995)
b) Oliveira and Souza (2003) or (OLIVEIRA; SOUZA, 2003)
c) In case of more than two authors, only the last name of the first one is mentioned, followed by et al.
(no italic): Rezende et al. (2002) or (REZENDE et al., 2002)

REFERENCES

Must be current and mainly from periodicals: at least 70% of the references must be 10 years old or
newer and at least 70% must be from periodicals. They should be presented in the following way:

a) Research papers
OLIVEIRA, G. M. V,; MELLO, J. M,; LIMA, R. L.; SCOLFORO, J. R. S.; OLVEIRA, A. D. Tamanho e
forma de parcelas experimentais para Eremannthus erythropappus. Cerne, v. 17, n. 3, p. 327-338,
2011.

APGAUA, D. M. G.; COELHO, P. A;; SANTOS, R. M.; SANTOS, P. F.; OLIVEIRA-FILHO, A. T. Tree
community structure in a seasonally dry tropical forest remnant, Brazil. Cerne, v. 20, n. 2, p. 173-182,
2014.

b) Book
BURKHART, H. E.; TOME, M.Modeling Forest Trees and Stands. Springer, 2012. 457p.

c) Book chapter
FLEURY, J. A. Andlise ao nivel de empresa dos impactos da automagédo sobre a organizagdo da
produgéo de trabalho. In: SOARES, R. M. S. M. Gestdao da empresa. IPEA/IPLAN, 1980. p. 149-159.
d) Dissertation and Thesis
MAESTRI, R. Modelo de crescimento e produgdo para povoamentos clonais de Eucalyptus
grandis considerando variaveis ambientais. 2003. 143 p. PhD thesis. Universidade Federal do
Parana, Curitiba.

e) Citation of papers published in Congress, conferences and similar proceedings Not accepted.
f) Electronic documents (only from renowned institutions and organizations)

PLANT RESOURCES OF TROPICAL AFRICA. Khaya ivorensis A.Chev. Available
at: http://www.prota4u.info/downloads/Khaya+ivorensis/Khaya+ivorensis.pdf. Accessed in: 10 abril

2015.
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