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RESUMO

BASTOS, Lydiane Lucia de Sousa, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, marco de 2023.
Fogo e fumacas, liquida e gasosa, afetam a fisiologia de sementes de Senna macranthera
(dc. Ex collad.) H.S.Irwin & Barneby. Orientador: Fillipe Tamiozzo Pereira Torres. Co-
orientadoras: Lausanne Soraya Almeida, Angélica de Céssia Carneiro e Genaina Aparecida de
Souza.

A germinacdo pds fogo tem sido relatada a partir de uma enorme diversidade de espécies
vegetais, uma vez que o calor e a fumaca podem quebrar a dorméncia de sementes enterradas
no solo. Apesar dos muitos estudos em regides temperadas, a contribuicio do fogo na
germinacdo de espécies tropicais ainda € pouco compreendida. Além da complexidade da
composi¢do quimica da fumaca, as condi¢cdes de estresse durante a germinacdo podem levar a
diversas alteracOes metabodlicas, desencadeando a producio excessiva de espécies reativas de
oxigénio (EROs). O objetivo dessa pesquisa foi avaliar a germinagdo e as alteracdes enzimaticas
que ocorreram em sementes de Senna macranthera (Fabaceae), uma arvore nativa do Cerrado.
Aplicou-se fogo em sementes enterradas a 2 e 5 cm no solo; defumacio pela queima de feno; e
fumaca liquida com uso de extratos pirolenhosos (EPs) produzidos do carvao de Eucalyptus sp.
e Anadenanthera macrocarpa (angico) diluidos em diferentes concentracdes. Utilizou-se
sementes embebidas em dgua destilada, sem aplicagdo do fogo e fumaga, como testemunha. O
teste de germinagcdo durou uma semana e a protrusdo da raiz foi o critério germinativo. Um
corte foi realizado para verificar a viabilidade de sementes ndo germinadas. Foram calculadas
a porcentagem de germinagdo (G%), tempo médio e indice de velocidade de germinacdo. A
composi¢do quimica dos EPs foi identificada por cromatografia gasosa. Foram analisadas as
enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e peroxidase (POX). A germinacdo da
testemunha ap6s sete dias foi de 0%, porém o teste de viabilidade atestou que estavam vivas
(intumescimento do tegumento e cotilédones de coloragdo verde). Houve efeito positivo do
fogo na germinacdo de sementes dormentes enterradas a Scm embebidas em EP de eucalipto
(14,0 G%), seguida das sementes incendiadas a 2cm (11,2 G%) e das que ndo foram embebidas
em EP (10,0 G%). Sementes defumadas apresentaram intumescimento do tegumento, porém
estavam mortas (0 G%). Registrou-se 124 compostos organicos nos EPs de eucalipto e angico.
Piridonas e aldeidos podem ter sido responsdveis pela germinagdo das sementes embebidas com
EP de eucalipto. A germinagdo das sementes embebidas com um dos EPs de angico, pode ter
sido influenciada pelo (Tetrahydrofuran-2-yl) metanol, um derivado do éter. As atividades da

SOD aumentaram apds EP de eucalipto (F2-1:75) e exposi¢ao ao fogo. As atividades da CAT



e POX reduziram apés EP de angico (F2-1:50) e fumaca. O efeito do calor e da fumaca liquida
na quebra de dorméncia de sementes sugere que S. macranthera é adaptada ao fogo. No entanto,
a exposicdo das sementes a fumaca gasosa reduziu todas as atividades enzimdticas
antioxidantes, indicando que este estresse € o mais prejudicial para a germinagdo, e em cendrios
de incéndios florestais frequentes seu desenvolvimento ficard prejudicado. Este trabalho indica
como pratica silvicultural o uso de EP de eucalipto e de angico no tratamento de sementes de
S. macranthera, devido sua composicio antioxidante. E possivel que a POX atue na parede
celular das sementes reduzindo peréxido, sinalizando dano oxidativo e removendo EROs. Os

estudos nessas dreas sao encorajados.

Palavras-chave: Germinagdo pds fogo. Quebra de dorméncia. Espécie florestal. Extrato

pirolenhoso. Defumacao. Composicdo quimica. Enzimas antioxidantes.



ABSTRACT

BASTOS, Lydiane Lucia de Sousa, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, March, 2023. Fire
and liquid and gaseous smoke affect the physiology of Senna macranthera (dc. Ex collad.)
H.S.Irwin & Barneby seeds Adviser: Fillipe Tamiozzo Pereira Torres. Co-advisers: Lausanne
Soraya Almeida, Angélica de Céssia Carneiro and Genaina Aparecida de Souza.

Post-fire germination has been reported from a huge diversity of plant species, since heat and
smoke can break the dormancy of seeds buried in the soil. Despite the many studies in temperate
regions, the contribution of fire to the germination of tropical species is still poorly understood.
In addition to the complexity of the chemical composition of smoke, stress conditions during
germination can lead to several metabolic changes, triggering the excessive production of
reactive oxygen species (ROS). The objective of this research was to evaluate the germination
and the enzymatic alterations that occurred in seeds of Senna macranthera (Fabaceae), a tree
native to the Cerrado. Fire was applied to seeds buried at 2 and 5 cm in the soil; smoking by
burning hay; and liquid smoke with pyroligneous acid (PAs) produced from Eucalyptus sp. and
Anadenanthera macrocarpa (angico) diluted in different concentrations. Seeds soaked in
distilled water, without the application of fire and smoke, were used as a witness. The
germination test lasted one week and root protrusion was the germination criterion. A cut was
performed to verify the viability of non-germinated seeds. Germination percentage (G%), mean
time and germination speed index were calculated. The chemical composition of PAs was
identified by gas chromatography. The enzymes superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT)
and peroxidase (POX) were analyzed. The germination of the control after seven days was 0%,
but the viability test attested that they were alive (swelling of the tegument and green
cotyledons). There was a positive effect of fire on the germination of dormant seeds buried at
5 cm soaked in eucalyptus PA (14.0 G%), followed by seeds burned at 2 cm (11.2 G%) and
those that were not soaked in PA (10.0 G%). Smoked seeds showed integument swelling, but
they were dead (0 G%). 124 organic compounds were registered in the PAs of eucalyptus and
angico. Pyridones and aldehydes may have been responsible for the germination of seeds
soaked with eucalyptus PA. Germination of seeds soaked with one of the angico PAs may have
been influenced by (Tetrahydrofuran-2-yl) methanol, an ether derivative. SOD activities
increased after eucalyptus EP (F2-1:75) and fire exposure. CAT and POX activities decreased
after angico PA (F2-1:50) and smoke. The effect of heat and liquid smoke on breaking seed
dormancy suggests that S. macranthera is adapted to fire. However, exposure of seeds to

gaseous smoke reduced all antioxidant enzymatic activities, indicating that this stress is the



most harmful for germination, and in scenarios of frequent forest fires, its development will be
impaired. This work indicates as a silvicultural practice the use of PA of eucalyptus and angico
in the treatment of S. macranthera seeds, due to their antioxidant composition. It is possible
that POX acts on the cell wall of seeds reducing peroxide, signaling oxidative damage and

removing ROS. Studies in these areas are encouraged.

Keywords: Post fire germination. Dormancy break. Forest species. Pyroligneous acid.

Smoking. Chemical composition. Antioxidant enzymes.
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INTRODUCAO GERAL

Durante milhdes de anos, o fogo teve um impacto nos ecossistemas, e seu papel na
formacgdo dos padrdes globais de vegetacdo é uma das observacdes mais antigas do mundo
natural (Bond et al. 1996; Lamont e He, 2012). A exposi¢do direta a temperaturas mais altas e
deposicdo de cinzas causa mudangas imediatas nas propriedades fisicas, bioldgicas,
mineraldgicas e quimicas do ambiente pds-fogo (Van Staden et al., 2000; Daibes et al., 2018),
influenciando as condi¢des do habitat e processos vitais, como floracdo, frutificagdo e
germinacdo de sementes (Bradshaw et al., 2011; Keeley et al., 2011; Daibes et al., 2018).

A germinagdo estimulada pelo fogo pode ser desencadeada por diferentes mecanismos,
mas tem como catalisadores primdrios o calor e a fumaca (Keeley e Fotheringham, 2000; Van
Staden et al., 2000), e tem sido relatada a partir de uma enorme diversidade de espécies vegetais.
As primeiras investigacdes sobre a germinagdo estimulada pelo fogo concentraram-se no papel
do calor na superacdo da dorméncia das sementes (Sweeney, 1956; Mott e McKeon, 1979;
Jefferey et al., 1988; Trabaud e Oustric, 1989a; Trabaud e Oustric, 1989b), e na capacidade da
fumaca de promover a germinacao das sementes, e o crescimento das mudas (Light et al., 2009;
Tormo et al. 2014; Catav et al., 2018). Inicialmente, foi proposto que o calor e a fumaca eram
gatilhos alternativos e exclusivos de sementes armazenadas no solo (Grant et al., 1997), com
sementes estimuladas pela fumaca sendo mortas pelo calor letal do fogo (Zacharias et al., 1988)
e sementes estimulada pelo calor, sendo geralmente inalteradas pela fumaga (Ramos et al.,
2019). No entanto, esse comportamento pode mudar de acordo com o ambiente, tempo de
exposicdo, intensidade do estresse e fatores climdticos (Daibes, et al., 2018).

Pesquisas sobre os efeitos da fumaca na germinacdo de espécies vegetais
concentraram-se principalmente nos ecossistemas sul-africanos (Van Staden et al., 2000; Abedi
etal., 2018), australianos (Dixon et al., 1995 | Lloyd et al., 2000; Morris, 2000 ), ecossistemas
mediterrdneos na Espanha (Moreira et al., 2010; Tormo et al., 2014; Moreira e Pausas,
2016), chaparral californiano ( Keeley e Fotheringham, 2000), Asia ocidental (Catav et al.,
2015, Naghipour et al., 2016 | Zaki e Abedi, 2017, Zaki et al., 2018) e ecossistemas livres de
fogo (Ferraz et al., 2013; Bargmann et al., 2014). Porém, informacdes sobre espécies de outras
regides, especialmente do Cerrado brasileiro, sdo raras.

Senna macranthera (DC. ex Collad.) H.S.Irwin & Barneby € uma espécie arbdrea da
familia Fabaceae, nativa do Cerrado, com uso potencial na arborizacio urbana e em projetos de

recuperacgdo de dreas degradadas, por ser espécie pioneira, de rdpido crescimento e indicadora
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de biodiversidade . No entanto, possui sementes pequenas e cerosas o que lhe
confere uma dorméncia fisica causada pela impermeabilidade do tegumento
e ainda ndo se sabe qual gatilho de fogo pode promover sua germinacao.
As dorméncias fisica e fisioldgica sdo o tipo mais comum em espécies de ecossistemas
pluviométricos sazonais, que inclui muitos ambientes propensos a incéndios
e sdo fortemente influenciadas por sinais ambientais como temperatura, umidade e
radiacao solar Entretanto, em regides tropicais imidas
quando o calor dos incéndios quebra a dorméncia das sementes hd diminui¢do do seu vigor
No caso de S. macranthera, uma vez superada esta dorméncia, as sementes
germinam em até 14 dias com alta porcentagem de germinacao A réipida
germinacdo € vantajosa uma vez que permite a coloniza¢do da drea em menor tempo e aumenta
as vantagens na competi¢do com outras espécies Sendo
assim, espécies cuja germinacao seja estimulada pelo fogo (calor danificando o tegumento ou
efeitos quimicos da fumacga) possuirdo vantagem sobre as demais no estabelecimento no
ambiente ap0ds a ocorréncia de um incéndio. E j4 existem alguns tratamentos silviculturais que
podem ser realizados para acelerar o desenvolvimento de plantas, que exibem comportamento
estimulado pelo calor e fumaca
Tratamentos a base de fumaca liquida sdo baseados no principio da condensacdo da
fumaca dos incéndios com a umidade da atmosfera. Esses tratamentos podem derivar de
diferentes fontes vegetais e metodologias de preparo ( e podem fornecer sinais
ecolégicos e fisiologicos das espécies para responder a diferentes estimulos. O acido
pirolenhoso (PA), ou extrato pirolenhoso (EP), ou fumaca liquida, ou extrato aquoso da fumaca
(serdo adotados todos estes sindnimos ao longo do texto), € um derivado do carvao vegetal, e
tem sido testado em uma ampla gama de espécies de ambientes propensos
ou nao ao
fogo. Estudos com espécies florestais relataram redug¢do no desenvolvimento de clones de
eucalipto ( ), e aumento no crescimento radicular e foliar de mudas de
pinus quando submetidos a fumaca liquida (Porto et al., 2007). No entanto, ainda hd uma lacuna
em relacdo a pesquisas do uso do PA na germinacdo de sementes florestais e os estudos
existentes evidenciam que ha diferentes respostas das espécies submetidas ao extrato, o que
reforca a necessidade de mais estudos nesta drea.
Viérios compostos foram identificados em fumaca liquida nos tultimos anos, por

exemplo, os butenolideos karrikins e alguns compostos nitrogenados, que sdo substincias
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conhecidas por estimularem a germina¢cdo em sementes de espécies de uma ampla gama de
familias de plantas de ecossistemas propensos ou ndo ao fogo (Ghebrehiwot et al., 2008; Nelson
et al., 2012; Downes et al., 2014; Keeley e Pausas, 2018). Porém, sua utilizacao depende de
fatores como material vegetal (Ferraz et al., 2013; Stirk et al., 2016) e concentrac¢do da solug¢do
(Minorsky, 2000; Arruda et al., 2012), uma vez que a fumaca também ¢é conhecida por ter um
efeito toxico, inibindo a germinacdo em altas concentracdes (Light et al., 2002). Além da
complexidade da composicdo quimica dessas fumacas as condi¢des de estresse durante a
germinagdo podem levar a diversas alteracdes metabdlicas, afetando a germinagdo e a produgdo
excessiva de espécies reativas de oxigénio (EROs) (Smirnoff e Arnoud, 2019). O que pode
prejudicar o estabelecimento de espécies com comportamento germinativo estimulado pelo
fogo, em biomas suscetiveis a incéndios florestais recorrentes.

Nos dltimos anos, muita €nfase tem sido dada ao papel das EROs relacionadas na
funcdo da planta, devido ao seu desempenho no controle de processos como crescimento,
desenvolvimento e, principalmente, respostas a estimulos ambientais bidticos e abidticos
(Smirnoff e Arnoud, 2019). Embora as EROs atuem como mensageiras secundarias em VAarios
fendmenos fisioldgicos importantes, elas também induzem dano oxidativo sob varias condi¢des
de estresse ambiental, como salinidade, seca, frio, metais pesados, irradiacdo ultravioleta - UV
(Miller et al, 2010). Quando um delicado equilibrio entre producdo e eliminacdo de EROs é
interrompido, acontece dano celular que se manifesta com a degradacao de biomoléculas como
pigmentos, proteinas, lipideos, carboidratos e 4dcido desoxirribonucleico - DNA, que culmina
na morte celular vegetal (Apel e Hirt, 2004; Foyer e Noctor, 2005). Para minimizar os efeitos
desses danos as plantas desenvolveram uma maquinaria antioxidante enzimdtica como
superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX), e peroxidase
(POX).

Com o objetivo de avaliar o comportamento germinativo e as alteragdes enzimadticas
que ocorreram durante a germinagdo de Senna macranthera, as sementes dessa espécie foram
submetidas a diferentes tipos de estresse de calor e fumacas. Realizou-se experimentose  o0s
resultados foram relatados em quatro partes, em formato de artigos cientificos.

Na primeira parte, o artigo “Agua de fumaca e extrato pirolenhoso na germinagio de
sementes” aborda os tratamentos mais difundidos a base de fumaca no melhoramento tanto das
condic¢des de solo, quanto no crescimento de mudas de espécies. Apresenta ainda, exemplos de

algumas experi€ncias com espécies brasileiras.
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Na segunda parte, o artigo “Germinagdo de Senna macranthera (DC. ex Collad.)
H.S.Irwin & Barneby em resposta ao calor e a fumaca: o papel dos gatilhos de incéndio e o
efeito do método de tratamento da fumacga” aborda o experimento realizado com aplicagao de
fogo, defumacdo e PA de eucalipto na germinacdo das sementes. Esse artigo foi publicado na
revista South African Journal of Botany com o titulo “Germination of Senna macranthera (DC.
ex Collad.) H.S.Irwin & Barneby in response to heat and smoke” na edi¢do de margo de 2023,
Volume 154, Paginas 219-224.

Na terceira parte, o artigo “Composi¢ao quimica de extratos pirolenhosos influencia a
germinagdo de sementes de Senna macrathera (DC. ex Collad.) H.S.Irwin & Barneby”
apresenta como a composi¢do quimica dos extratos pode ter influenciado positiva e
negativamente a germinacdo das sementes. E por fim, na quarta parte, o artigo “Sistema
enzimdtico antioxidante de sementes de Senna macranthera (DC. ex Collad.) H.S.Irwin &
Barneby apds exposi¢do ao fogo e fumacas gasosa e liquida” explica como a “maquinaria
antioxidante” da espécie atuou contra os danos oxidativos, provocados pela exposicao ao fogo
e fumacas.

Ao final deste documento, as consideracdes finais apresentam um apanhado de
descobertas e indicacdes de preparo e mistura de extratos pirolenhosos como prética

silvicultural no tratamento de sementes de Senna macranthera.
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Agua de fumaca e extrato pirolenhoso na germinaciao de sementes

Smoke water and pyroligneous acid on seed germination

Resumo

A germinagdo estimulada por fumaga tem sido relatada a partir de uma enorme diversidade de
espécies vegetais. Pesquisas com dgua de fumaga e extratos pirolenhosos tem sido
amplamente defendidas como promotores de germinagdo. Aqui mostramos que a germinagao
estimulada pela fumaga € uma caracteristica complexa com diferentes compostos envolvidos e,
que apesar de ser um assunto amplamente discutido no mundo, as pesquisas com espécies

vegetais brasileiras ainda sdo raras.

Abstract

Smoke-stimulated germination has been reported from an enormous diversity of plant species.
Research with smoke water and pyroligneous acids has been widely advocated as germination
promoters. Here we show that smoke-stimulated germination is a complex characteristic with
different compounds involved and, despite being a widely discussed subject in the world,

research with Brazilian plant species is still rare.

1. Introducao

O fogo afeta os ecossistemas hd milhdes de anos e seu papel principal na formacao dos
padrdes de vegetacdo global é uma das observacdes mais antigas do mundo natural (

). Também € reconhecido que o fogo (queima) induz
mudancas imediatas nas propriedades fisicas, bioldgicas, mineralégicas e quimicas do ambiente
pos-incéndio como resultado da exposi¢do direta a temperaturas mais altas e deposicao de
cinzas ( ), afetando assim, as condi¢des do habitat e

processos vitais como floracdo, frutificacdo e germinacdo de sementes

A germinacgdo p6s fogo pode ser desencadeada por diferentes mecanismos, sendo o
calor e a fumaca os principais propulsores (Keeley e Fotheringham, 2000; Van Staden et al.,

2000). Os primeiros estudos sobre a germinac¢ao estimulada pelo fogo concentraram-se no papel
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do calor na quebra de dorméncia das sementes (Sweeney, 1956: Mott e McKeon, 1979; Jefferey
et al., 1988; Trabaud e Oustric, 1989a; Trabaud e Oustric, 1989b), e da fumaga estimulando a
germinagdo de sementes e o crescimento das plantulas (Light et al., 2009; Tormo et al., 2014;
Catav et al., 2018).

Inicialmente, foi sugerido que o calor e a fumaga eram gatilhos alternativos e
exclusivos das sementes armazenadas no solo (Grant e Koch, 1997), onde as sementes
estimuladas pela fumacga tendem a ser mortas pelo calor letal dos incéndios (Zacharias et al.,
1988) e que sementes estimuladas pelo calor geralmente ndo sdo afetadas pela fumaca (Ramos
et al., 2019). No entanto, a relevancia do calor ou da fumaga como sinais de germinagdo ainda
¢ incerta ou indeterminada. Entretanto, o emprego de técnicas a partir da fumaca para responder
mecanismos ecoldgicos, sdo também utilizadas nas industrias alimenticias, agricolas e
florestais.

A Agua de Fumaca, ou smoke water, é uma solugio a base de fumaca, sendo essa
gerada em laboratdrio, pela queima de galhos finos ou folhas secas de herbaceas, ervas, arbustos
ou palmeiras e arvores a uma temperatura entre 60 e 120°C (Jain e Van Staden, 2007; Arruda
etal., 2012, Ferraz et al., 2013). A fumaca gerada € diluida, simulando a condensacao da fumaca
na atmosfera gerada em um incéndio real. As pesquisas realizadas com &dgua de fumaca
explicam principalmente o efeito da fumaca na regeneracdo do banco de sementes do solo
incendiado ou nao (Rokich et al., 2002; Abedi et al., 2018); e na dorméncia das sementes desse
banco (Merrit et al., 2007; Ramos et al., 2019). Fornecendo pistas ecoldgicas e fisioldgicas
tomadas pelas espécies para responder a diferentes estimulos, nesse caso, a fumaca.

O Extrato Pirolenhoso (EP), ou pyroligneous acid, ¢ um liquido obtido através da
condensacdo da fumaca gerada pela carbonizacdo da madeira na producdo do carvio vegetal
(Campos, 2007). A composi¢ao do EP em sua maior parte € de dgua e mais de 200 compostos
organicos, dentre eles dcido acético, dlcoois, cetonas, fendis e alguns derivados de lignina
(Yang et al., 2007). Esse produto pode ser obtido de diferentes espécies vegetais, como o
bambu, o eucalipto e o pinus (Alves, 2006; Campos, 2007). Na Agricultura Natural € utilizado
como potencializador de herbicida (Zeferino et al.; 2018), fertilizante organico (Souza-Silva et
al., 2006), indutor de enraizamento (Porto et al., 2007), inseticida (Alves et al., 2007) e até na
culindria (Zhang et al., 2020). Cada uso depende de uma forma correta de dilui¢do ou mistura.

As técnicas de manipulacdo da fumaca sdo utilizadas para melhoria das condicdes
ambientais e ecoldgicas que podem promover a germinagdo de sementes e o desenvolvimento

de espécies vegetais tanto ex situ (Van Staden et al., 2000) quanto in situ (Rokich e Dixon,
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2007; Ghebrehiwot et al., 2008; Tormo et al., 2014). Portanto, os tratamentos de fumaca sao
agora amplamente aceitos em estudos de simulacdo de incéndio (Baskin e Baskin, 2014). No
entanto, as metodologias utilizadas para simular esses efeitos variam de acordo com a regiao
do estudo e as espécies-teste. Nesta revisao serdo abordados os ultimos estudos sobre o efeito
da 4gua de fumaca e do extrato pirolenhoso na germinacdo de sementes, bem como as

metodologias utilizadas para produzir essas solugdes.
2. Agua de fumaca e a germinacio de sementes

Depois do fogo, muitos ecossistemas sdo capazes de se regenerar, enquanto outros sao
radicalmente alterados (Cochrane e Ryan, 2009). Consequentemente, a maioria dos estudos
anteriores sobre os efeitos do fogo na regeneracdo (germinacao) de ecossistemas inflamaveis
focados nos atributos fisicos (Christensen e Muller, 1975) fornece informag¢des limitadas sobre
os estimulos quimicos do fogo, por exemplo, fumaca e madeira carbonizada (Wicklow, 1977).

No inicio da década de 70, Bhalla & Sabharwal (1973) haviam constatado inibi¢ao da
germinacdo de sementes de tomate (Lycopersicon esculentum) e cebola (Allium cepa)
utilizando extratos soliveis em dgua de fumaca de tabaco, preparados a partir do cigarro. Em
1977, houve o primeiro relato de madeira queimada estimulando a germinacdo de Emmenanthe
penduliflora (Boraginaceae) no chaparral californiano (Wicklow, 1977). Essa nova énfase de
produtos quimicos a partir da combustido de biomassa desempenhando um papel no estimulo
da germinacdo de espécies pos-fogo, foi confirmada também por Jones e Schlesinger
(1980) e Keeley e Nitzberg (1984).

De Lange e Boucher (1990) foram os primeiros a relatar uma melhoria acentuada na
germinacdo de espécies a partir de extratos aquosos de fumaca. Eles geraram fumaga em um
tambor e usando ar comprimido, a fumaca foi borbulhada através da dgua destilada. Com base
neste método, uma ampla variedade de materiais t€m sido usados para preparar extratos aquosos
de fumacga (Brown e Van Staden, 1997, Arruda et al., 2012, Ferraz et al. 2013). Desde o
relatério de Lange e Boucher, os pesquisadores usaram o termo germinag¢do estimulada por
‘fumaga’ e, por ser mais sucinto do que a germinacdo estimulada por 'produto de combustao’,
seguiremos essa nomenclatura aqui.

A dgua de fumaga pode ser preparada em laboratério pela queima de papel de
germinacdo ou pela queima de espécies herbaceas nativas (Jain ¢ Van Staden, 2007), folhas de

angiospermas (Ferraz et al., 2013; Stirk et al., 2016) e gimnospermas (Kalogridis et al., 2018).
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O efeito da dgua de fumaca varia em funcao da espécie e do tipo de material (galho ou folha)
usado na combustio (Ferraz et al., 2013), seu estado (seco e/ou fresco), bem como a
concentracdo de fumaga na dgua (Minorsky, 2000; Arruda et al., 2012), uma vez que a fumaga
também € conhecida por ter um efeito inibitério na germinag¢do em altas concentragdes (Light
et al., 2002). Dilui¢des de extratos de fumaca com dgua em proporgdes de 1:10 (Ramos et al.,
2019) 1: 2505 1: 500; 1: 1000; (v / v) (Abedi et al., 2018) sdo geralmente eficazes na promogao
da germinagdo vegetativa, embora varie de espécie para espécie.

Os beneficios da fumaga em relacdo a produtividade sdo varios, como o aumento da
taxa de germinacgdo (Brown et al., 2003), aumento da velocidade de crescimento (Van Staden
et al., 2007), e formacdo de raizes secundarias (Kulkarni et al., 2007), maior comprimento
(Sparg et al., 2006) e maior massa fresca de plantulas (Van Staden et al., 2006). Além disso, o
tipo de método no tratamento da fumaca influencia na germinacdo de sementes. Em uma
floresta no norte do Ira, a fumaca condensada e diluida em dgua (1:1000) aumentou em até duas
vezes a germinacdo de gramineas perenes e anuais do banco de sementes do solo em
comparacdo com a fumaca em aerossol (Tabela 1), indicando que a fumaca pode alterar os
padrdes de regeneragdo em grupos funcionais distintos (Abedi et al., 2018). Pois, enquanto as
espécies perenes alocam recursos para estruturas que aumentem sua chance de sobreviver ao
préximo incéndio, as anuais acumulam sementes no banco de sementes do solo como forma de

garantir a sobrevivéncia pds fogo (Bond e Midgley, 2003; Pausas et al., 2004).

Tabela 1. Efeito de diferentes tratamentos de fumaga na germinacio de sementes do solo de
Savanas Africanas (valores médios de contagem de plantulas obtido do modelo + DP, ni = 10).
Letras diferentes indicam diferencas significativas (P < 0,05) dentro das espécies entre os

tratamentos no teste Tukey. (Fonte: Abedi et al., 2018)

Effect of different smoke treatments on soil seed germination (mean seedling count values
obtained from model &+ SE, n = 10). Different letters indicate significant differences
(P < 0.05) within species among treatments in post-hoc Tukey's Test.

Control Aerosol smoke Smoke-water
Annual grasses (AG) 36 4+ 5a 33 4 5a 48 + 6b
Annual herbs (AH) 26 + 2a 70 + 6¢ 54 + 5b
Legumes (L) 2+ 1a 4+ 1b 3£ 1b
Perennial grasses (PG) 84 + 11c 46 + Ga 70 £ 9b
Perennial herbs (PH) 11 + 2a 11 + 2a 12 + 2a

(Fonte: Abedi et al., 2018)
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Alguns estudos sugerem que o calor ndo seja necessdrio para a resposta da
germinagdo, pois a aplicacdo de fumaca fria induziu um aumento de até 48 vezes no ndmero de
mudas em germinacdo e um enriquecimento de aproximadamente trés vezes na abundancia de
espécies em ensaios de campo A fumaga também interagiu com o escuro
e promoveu a germinacdo de duas espécies do banco de sementes do solo na savana brasileira,
bioma que sofre com constantes incéndios florestais A dgua de fumaca na
concentracdo de 1:10 aumentou a taxa de germinacao de Aristida riparia e Aristida recurvata
no escuro (Figura 1), indicando que a fumaca supera a foto inibi¢do dessas espécies, agindo

como um sinalizador de que o fogo j& ocorreu, e que agora as sementes podem germinar
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Figura 1. Efeitos das temperaturas sazonais de incubacio, choque térmico, dgua de fumaca e
luz na germinagdo de sementes de espécies de grama de Savanas brasileiras. Germinagao média
+ DP. Barras pretas: germinacao no escuro; barras brancas; germinacao em fotoperiodo escuro
e claro alternado. Letras mostram diferencas significativas para comparacdes multiplas

realizadas apenas entre o controle na luz contra todos os tratamentos.

Entretanto, solu¢des a base de dgua de fumaca nao sdo as uUnicas metodologias
estudadas como promotor da germinagdo e crescimento de plantulas. Em 1945, foi publicado o
primeiro livro, intitulado “Fabricagdo e Utilizagdo do Extrato Pirolenhoso”, por Tatsujiro
Fukuda, com relatos interessantes sobre a eficiéncia do extrato pirolenhoso na cultura do arroz.

As pesquisas com extrato  pirolenhoso serdo abordadas a seguir.
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3. Extrato pirolenhoso

O extrato pirolenhoso (EP), ou fracdo pirolenhosa, também conhecido como &cido
pirolenhoso (PA), vinagre de madeira ou fumaga liquida, é obtido pela condensa¢do da fumaca
formada pela queima da madeira na produ¢do de carvao vegetal ( Trata-se de
um liquido de cor amarela a marrom avermelhada, composto, em sua maior parte, por dgua e
mais de 200 compostos organicos, dentre eles dcido acético, dlcoois, cetonas, fendis e alguns
derivados de lignina sdo liberados principalmente a temperaturas relativamente baixas, ou seja,
200-400 °C e 300450 °C a partir da hemicelulose e celulose, respectivamente (

).

O extrato pirolenhoso pode ser obtido de diferentes espécies vegetais, como bambu,
eucalipto e pinus ( E quando diluido em 4gua e aplicado ao solo em
concentracdes variando de 5 a 20 mL L-1, melhora seus atributos fisicos e quimicos,
proporciona aumento da populacdo de microrganismos benéficos ao desenvolvimento vegetal,
como actinomicetes e micorrizas e, portanto, favorece a disponibiliza¢do de nutrientes para as
plantas ).

Atualmente, os principais paises produtores de extrato pirolenhoso sio o Japao, China,
Indonésia, Maldsia, Brasil e Chile. A fabricacdo e utilizacdo do extrato pirolenhoso é muito
antiga. Na China existem relatos de sua utilizacio h4 milénios e na India foi muito utilizado
para curar doencas. Na Europa, no século 17, ja havia destilagdo seca de madeira para producao
de alcatrdo, com relato de aproveitamento do liquido pirolenhoso para ser utilizado na coloracao
do linho e em 1941, ja havia oito companhias produzindo o extrato pirolenhoso com grandes
lucros

O extrato pirolenhoso bruto € descrito como um condensado cru que consiste
principalmente de d&gua, entretanto, deve ser produzido rigorosamente dentro das
recomendacdes para a obtencdo de um produto de boa qualidade, o mais livre de alcatrdao
possivel A presenca de alcatrdo no extrato pirolenhoso o torna muito téxico e
invidvel para a utilizacdo na agricultura, pois € altamente poluente, contendo componentes
cancerigenos, como benzopirenos e outros. As técnicas de separacdo destes produtos sio
eficientes e, quando seguidas corretamente, permitem obter um produto de qualidade muito boa
e livre de riscos (

Hoje existem fornos e fornalhas adaptados para coleta do extrato pirolenhoso. A

Embrapa disponibilizou uma circular técnica (N° 65 de 2007), onde informa com detalhes como
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o produtor rural pode construir seu préprio forno, que podera ser construido com terra argilosa,
pedra comum, tijolo, concreto ou outro material. E enfatiza que para a obtencdo de um EP de
boa qualidade, é importante a temperatura de coleta, e mesmo na auséncia de um termdometro,
a cor da fumaca pode indicar o momento apropriado para coleta do EP. Na fase inicial, logo
apos o forno ser aceso, a cor da fumaca € branca opaca. Nesta fase a quantidade de 4gua presente
no liquido € alta, e a coleta do extrato pirolenhoso deve ser evitada. A coleta deve ser
interrompida quando a temperatura na saida da primeira chaminé atingir 120 a 150° C, e a cor
da fumaca ainda estiver amarela esbranquigada. Se a fumaca ficar azulada, devido a temperatura
muito alta no interior do forno, a substancia extraida sera alcatrfio ( ).

No Brasil as pesquisas com EP na agricultura confirmam seu uso no crescimento de

plantulas, sobretudo de espécies agricolas como tomate ) e alface
( ), enriquecimento nutricional na racdo animal
crescimento de orquideas ) e controle bioldgico de pragas

). Apesar dos efeitos otimistas para o extrato pirolenhoso, existe escassez de informacdes
cientificas que possam dar suporte a utilizacio deste produto e a compreensdo dos mecanismos
pelos quais funciona, especialmente no que se refere a germinagdo de sementes.

Tentativas de estudar os efeitos da fumaca na fisiologia das plantas foram confundidas
pela complexa mistura de componentes da fumaca, alguns dos quais conferem toxicidade em
altas concentracoes ). O fracionamento da fumaca
condensada guiada por bioensaio culminou na descoberta e sintese de varios compostos, que a
partir da queima de celulose conferem caracteristicas germinativas em sementes. Os principais

componentes quimicos existentes na fumaca serdo abordados a seguir.

4. Os componentes na fumaca responsaveis pela germinacao de sementes

Nos dltimos anos, muitos esforcos foram feitos por numerosos laboratdrios para
determinar quais componentes da fumaga estimulam a germinacao. E ap6s décadas de trabalho,
ficou evidente que muitos produtos quimicos organicos e inorganicos gerados ou liberados pela
fumaca estimulardo a germinacdo de sementes de plantas, que exibem germinacao estimulada
pelo fogo ( ).

Em 2004, dois estudos independentes relataram a descoberta de uma molécula
organica isolada da fumaca derivada de plantas, o 3-metil- 2H- furo [2,3- ¢ ] piran-2-ona, em

uma classe conhecida como butanolideos, que tem uma atividade altamente estimulante no
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desencadeamento de germinacdo de espécies de recrutamento (Flematti et al., 2004; Van Staden
etal., 2004). Essa familia de moléculas de butenolideo foram denominadas de carriquilionideos,
chamada depois de "karrikin", a primeira palavra aborigene Nyungar registrada para fumaca
(Dixon et al., 2009).

3

O karrikin ganhou a atengdo como “o composto na fumaga” responsavel por
promover a germinacdo das sementes de pds-fogo (Flematti et al., 2007; Flematti et al.,
2009). No entanto, grande parte da literatura sugere que a germinacdo estimulada pela fumaca
€ uma caracteristica muito mais complexa e apoia a ideia de que varios compostos presentes na
fumaca podem estimular a germinacao (Daws et al., 2007; Downes et al., 2010; Downes et al.,
2014 ), como por exemplo os compostos nitrogenados resultantes da combustdo de biomassa,
que parecem ter um papel na germinac¢do de piroendémicos estimulados pela fumaca, incluindo
gliceronitrila (cianidrina), que pode levar a formacgao de 6xido de nitrogénio ( Flematti et al.,
2011 , Downes et al., 2014 ).

Desde o estudo pioneiro de De Lange e Boucher (1990), o papel da fumaga como fator
regulador da germinagcdo de sementes fascinou botinicos e o assunto foi extensivamente
examinado (Van Staden et al., 2000). Até a presente data, foi demonstrado que a fumaca
derivada de plantas (aerossol e solucdes) e o karrikin (doravante denominado KAR 1) é

estimulante amplamente eficaz que aumenta a germinacdo de sementes de mais de 1200

espécies em mais de 80 géneros em todo o mundo (Dixon et al., 2009).

5. Estudos com fumaca no Brasil

Os efeitos profundos e complexos da fumaga no estimulo de crescimento da vegetacao
podem estar relacionados a vérios fatores. Em primeiro lugar, ha respostas varidveis de espécies
de habitats propensos ao fogo e livres de fogo (Brown et al., 2003; Keeley e Fotheringham,
2000; Van Staden et al., 2000). Diferentes tipos de espécies, incluindo gramineas (Baxter et al.,
1994 ; Read e Bellairs, 1999, Ghebrehiwot et al., 2008; Abedi et al., 2018; Ramos et al.,
2019 ), ervas (Brown et al., 2003; Mojzes e Kalapos, 2014 , Catav et al., 2014) e espécies
lenhosas (Gomez- Gonzdlez et al., 2008, Ferraz et al., 2013) podem responder positivamente a
fumaca. Aparentemente, a resposta da espécie a fumaca pode estar associada as suas condi¢des
nativas (Rawson et al., 2013) ou exéticas (Figueroa et al., 2009), histérico de fogo (Bargmann

et al., 2014) e habilidade de reengenharia (I.una et al., 2007).
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Pesquisas sobre os efeitos da fumaca na germinacdo de espécies vegetais (ecologia da
fumaca) concentraram-se principalmente nos ecossistemas sul-africanos (Van Staden et al.,
2000; Abedi et al., 2018), ecossistemas australianos (Dixon et al., 1995 | Lloyd et al., 2000;
Morris, 2000 ), ecossistemas mediterraneos na Espanha (Tormo et al., 2014; Moreira et al.,
2010; Moreira e Pausas, 2016), chaparral californiano (Keeley e Fotheringham, 2000), Asia
ocidental ( Catav et al., 2015, Naghipour et al., 2016 , Zaki e Abedi, 2017, Zaki et al., 2018) e
ecossistemas livres de fogo (Ferraz et al., 2013; Bargmann et al., 2014). Porém, informagdes
sobre espécies de outras regides, especialmente do Cerrado brasileiro, sdo raras.

As respostas ao choque térmico e a fumaca foram abordadas apenas recentemente
no Cerrado, com uma falta total de resposta a estimulos de fogo, mas uma tolerancia consistente
ao calor entre espécies (Le Stradic et al., 2015; Fichino et al., 2016; Ramos et al., 2016). Apenas
algumas espécies de plantas selecionadas foram recentemente estudadas com relacdo a sua
resposta germinativa a fumaga no cerrado strictu sensu (Zirondi et al., 2019). No entanto, até
onde sabemos nenhuma germinagdo pds fogo de espécies nesta regido foi examinada a nivel
fisiolégico.

Em relagdo ao uso do extrato pirolenhoso, as experi€ncias brasileiras sdo direcionadas
principalmente para o enriquecimento da adubacdo de espécies agricolas, tais como alface
(Mascarenhas et al., 2006a; Roel et al., 2007), quiabo (Mascarenhas et al., 2006b), couve-de-
folha (Shingo e Ventura, 2009), ou frutiferas como o limoeiro ‘cravo’ (Zanetti et al., 2004).
Estudos com espécies florestais, relataram reducao no desenvolvimento de clones de eucalipto
utilizando 1% de EP na adubacdo (Souza-Silvaet al., 2006), e aumento no crescimento radicular
e foliar de mudas de pinus, quando regadas com EP obtido com controle de temperatura de
carbonizacdo entre 80 a 120 °C (Porto et al., 2007). E ndo foi constatada alteracio no
desenvolvimento de plantulas de palmeira fénix quando regadas com EP isoladamente
(Wanderley et al., 2012). No entanto, ainda ndo ha experiéncias com germinacao de sementes

florestais, sendo essa, uma lacuna a ser preenchida com estudos futuros.

6. Consideracoes Finais

A germinacdo pds fogo estimulada pela fumaca ainda é uma incégnita. Estudos
mostraram sua eficiéncia no estimulo germinativo e crescimento de plantulas. No entanto,
quando a fumaca é condensada de formas diferentes, sua aplicacdo pode desencadear

mecanismos distintos que podem reduzir a germinacao e crescimento de muitas espécies. Entao,
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0 que acontece nesses casos? Quais respostas bioquimicas e fisiolégicas estdo envolvidas
durante esses processos? Por que a diluicdo da fumaca e as diferentes temperaturas no qual ela
¢ constituida influenciam no desenvolvimento de espécies vegetais? Essas e outras perguntas
continuam sem respostas e, espera-se que essa breve revisdo sobre o tema incentive novas

pesquisas no campo da germina¢do de sementes.
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Germinacao de Senna macranthera (DC. ex Collad.) H.S.Irwin & Barneby em resposta
ao calor e a fumaca: o papel dos gatilhos de incéndio e o efeito do método de tratamento

da fumaca

Resumo

O fogo pode desencadear a germinagdo de vérias espécies florestais, uma vez que o calor e a
fumaca podem quebrar a dorméncia de sementes enterradas no solo. Apesar desse processo ser
amplamente documentado em regides da Oceania, Asia e Mediterraneo, a contribuicio do fogo
para a germinacao de espécies de zonas neotropicais ainda é pouco compreendida. Neste estudo,
aplic amos calor, fumaca e 4cido pirolenhoso (PA) em sementes dormentes de Senna
macranthera (Fabaceae), uma arvore nativa do Cerrado brasileiro, visando avaliar o efeito dos
gatilhos de incéndio florestal em sua germinagdo. Utiliz amos sementes dormentes embebidas
em agua destilada, sem aplicacido do fogo e fumaca, como tratamento controle. O teste durou
uma semana e a protrusdo da raiz foi utilizada como critério germinativo. Apds esse periodo foi
realizado um teste de viabilidade nas sementes ndo germinadas. A germinacao do controle apos
sete dias foi de 0%, porém o teste de viabilidade atestou que estavam vivas (intumescimento do
tegumento e cotilédones de coloragdo verde). Houve efeito positivo do fogo na germinagdo de
sementes incendiadas enterradas a Scm de profundidade embebidas em PA (14.0%), seguida
das sementes incendiadas enterradas no horizonte de 2cm (11.2%) e das que ndo foram
embebidas em PA (10.0%,). Sementes defumadas apresentaram intumescimento do tegumento
pelo teste de viabilidade, porém estavam mortas, indicando que houve efeito negativo (0%) da
fumaca gasosa na germinagdo. Concluimos que o efeito promocional do calor e da fumaca
liquida (utilizando PA) na quebra de dorméncia e na germinacdo de sementes de S. macranthera
sugere que essa espécie € adaptada ao fogo. No entanto, a fumaca gasosa foi letal, revelando
que essa espécie apresenta respostas diferentes a depender do tipo de gatilho (calor ou fumaca)
e das condicdes do incéndio.

Abstract

Fire can trigger the germination of several forest species, as heat and smoke can break the
dormancy of seeds buried in the ground. In this study, we applied heat, smoke and pyroligneous
acid (PA) to dormant seeds of Senna macranthera (Fabaceae), a Brazilian Cerrado native tree,
in order to evaluate the effect of forest fire triggers on its germination. We used dormant seeds
soaked in distilled water, without the application of fire and smoke, as a control treatment. The
test lasted seven days and root protrusion was used as a germination criterion. After this period,
a viability test based on the longitudinal section was performed on the non-germinated seeds.
The control germination after seven days was 0%, but the viability test confirmed that they were
alive (integument swelling and green color cotyledons). There was a positive effect of fire on
the germination of burnt seeds buried at a depth of 5 cm soaked in PA (14.0%), followed by
burnt seeds buried at a horizon of 2 cm (11.2%) and those that were not soaked in PA (10.0%).
Smoked seeds showed swelling of the tegument by the viability test, but they were dead,
indicating that there was a negative effect (0%) of the gaseous smoke on germination. We
conclude that the strong promotional effect of heat and liquid smoke (using PA) on dormancy
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breaking and seed germination of S. macranthera suggests that this species is fire-adapted.
However, the gaseous smoke was lethal, revealing that this species has different responses
depending on the type of trigger (heat or smoke) and fire conditions.

1. Introducao

Considerado um “hotspot” da biodiversidade, o Cerrado abriga uma grande
diversidade de espécies endémicas, e apesar de ser um dos biomas mais ricos do Brasil é
também um dos ecossistemas mais ameagados do mundo (Myers et al., 2000; Silva et al., 2006).
A influéncia do fogo sobre a fitofisionomia do Cerrado € complexa e as respostas ao calor e a
fumaca na germinacdo de sementes foram abordadas apenas recentemente, sem resposta aos
estimulos de fogo, porém com tolerancia consistente ao calor entre espécies (Lamont et al.,
2019; Ramos et al., 2019; Dairel and Fidelis, 2020). Embora as sementes de algumas espécies
deste habitat suportem temperaturas superiores a 100 °C sem afetar a germinagdo, o tempo de
€Xposicao a essas temperaturas por mais que cinco minutos ja compromete sua sobrevivéncia
(Ramos et al., 2019).  As novas clareiras causadas pelos incéndios no Cerrado geralmente
proporcionam mudang¢as no microclima, com aumento das flutuacdes didrias de temperatura
po6s-fogo (Fidelis e Blanco, 2014; Daibes et al., 2018), o que também pode levar a quebra de
dorméncia em algumas espécies (Santana et al., 2013; Daibes et al., 2017) e mudancas da
fitossociologia (Daibes et al., 2018).

O fogo apresenta um importante papel como agente de perturbacdo e tem funcio na
organizacao do ecossistema, afetando processos vitais como floracdo, frutificacdo e germinacao
de sementes (Bradshaw et al., 2011; Keeley et al., 2011; Daibes et al., 2018). Espécies que
apresentam comportamento germinativo estimulado pelo fogo podem ter este processo
desencadeado por diferentes mecanismos, sendo o calor e a fumaca os principais propulsores
(Keeley e Fotheringham, 2000; Van Staden et al., 2000). O efeito do calor tem sido evidenciado
nos danos ao tegumento impermedvel das sementes, permitindo a entrada de &4gua e
desencadeando a germinacdo (Baskin and Baskin, 2014). Além disso, as espécies que sdo
adaptadas a altas temperaturas sdo capazes de sobreviver ao calor dos incéndios, principalmente
porque persistem mantendo um banco de sementes no solo (Overbeck et al., 2006; Ribeiro e
Borghetti, 2014; Fichino et al., 2016; Ramos et al., 2016). Por outro lado, a fumaca € rica em
compostos quimicos (por exemplo, cianoidrinas e karrikins), substancias conhecidas por

estimular a germinacio em sementes de espécies de uma ampla gama de familias de plantas de
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ecossistemas propensos ou ndo ao fogo (Ghebrehiwot et al., 2008; Nelson et al., 2012; Downes
et al., 2014; Keeley e Pausas, 2018).

As dorméncias fisica e fisioldgica sdo o tipo mais comum em espécies de ecossistemas
pluviométricos sazonais, que inclui muitos ambientes propensos a incéndios (Baskin e Baskin,
2014), e s@o fortemente influenciadas por sinais ambientais como temperatura, umidade e
radiacao solar (Willis et al., 2014; Collette e Ooi, 2017). Entretanto, em regides tropicais imidas
quando o calor dos incéndios quebra a dorméncia das sementes hd diminui¢do do seu vigor
(Soares et al., 2021). O que explica principalmente, o efeito da fumaca, e nao do calor, na
regeneragdo do banco de sementes do solo incendiado ou ndo (Rokich et al., 2002; Abedi et al.,
2018), e na quebra de dorméncia das sementes desse banco (Merrit et al., 2007; Ramos et al.,
2019). Tratamentos a base de fumaga liquida sdo baseados no principio da condensacio da
fumacga dos incéndios com a umidade da atmosfera. Esses tratamentos podem derivar de
diferentes fontes vegetais e metodologias de preparo (Campos. 2007) e podem fornecer sinais
ecoldgicos e fisioldgicos das espécies para responder a diferentes estimulos.

O 4cido pirolenhoso (PA), ou extrato pirolenhoso ou extrato aquoso da fumaca, tem
sido testado em uma ampla gama de espécies de ambientes propensos (Keeley and
Fotheringham, 2000; Crosti et al., 2006; Brown et al., 2003) ou ndo (Ferraz et al., 2013) ao
fogo. Estudos com espécies florestais relataram redug¢do no desenvolvimento de clones de
eucalipto (Souza-Silva et al., 2006), e aumento no crescimento radicular e foliar de mudas de
pinus (Porto et al., 2007). Nao foi constatada alteragdo no desenvolvimento de plantulas de
palmeira fénix quando regadas com PA isoladamente (Wanderley et al., 2012). No entanto,
ainda hd uma lacuna em relacdo a pesquisas do uso do PA na germinagdo de sementes florestais
e os estudos existentes evidenciam que ha diferentes respostas das espécies submetidas ao
extrato, o que reforca a necessidade de mais estudos nesta area.

Senna macranthera (DC. ex Collad.) H.S.Irwin & Barneby € uma espécie arborea da
familia Fabaceae, nativa do Cerrado, com uso potencial na arboriza¢do urbana e em projetos de
recuperacdo de dreas degradadas, por ser espécie pioneira, de rdpido crescimento e indicadora
de biodiversidade (L.orenzi, 2021). No entanto, possuem sementes pequenas e cerosas o que lhe
confere uma dorméncia fisica causada pela impermeabilidade do tegumento (Carvalho e
Nakagawa, 2000) e ainda ndo se sabe qual gatilho de incéndio pode promover sua germinacao.
Esta dorméncia pode ser rompida por escarificacdo quimica ou desponte em posi¢ao oposta ao
hilo (Brasil, 2013). Uma vez superada esta dorméncia, as sementes germinam em até sete dias

com alta porcentagem de germinacdo (Ferreira et al., 2004). A rdpida germinacdo € vantajosa
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uma vez que permite a colonizacdo da drea em menor tempo € aumenta as vantagens na
competi¢do com outras espécies Sendo assim, espécies
cuja germinagdo seja estimulada pelo fogo (calor danificando o tegumento ou efeitos quimicos
da fumacga) possuirdo vantagem sobre as demais no estabelecimento no ambiente apds a
ocorréncia de um incéndio.

Diante disso, esse estudo analisou a germinacdo, a dorméncia e a viabilidade de
sementes de Senna macranthera em relagdo ao fogo, a fumaca e ao dcido pirolenhoso (fumaca
liquida). Tentamos responder as seguintes perguntas: (i) H4 superacdo da dorméncia das
sementes desta espécie por calor e fumacga?; (ii) os efeitos do calor sobre a germinacdo de
sementes sdo mais pronunciados do que os da fumaca? e (iii) pode o método de tratamento da

fumaca influenciar as respostas de germinagdo?

2. Material e métodos

2.1 Procedéncia das sementes

As sementes de Senna macranthera foram coletadas de duas 4rvores matrizes no
Campus da Universidade Federal de Vicosa - UFV (20°45'14” S 42°52'54” W) em 2019 pela
Sociedade de Investigagcdo Florestal - SIF e doadas ao Departamento de Engenharia Florestal
da UFV. Foi coletado um total de trés quilos de sementes (cada quilo contendo entre 20 e 28
mil sementes, de acordo com ) que permaneceram armazenadas em sacos de
plastico em camara fria a 5 °C no Laboratorio de Andlise de Sementes Florestais da UFV por
um ano até o inicio das analises. O teor de 4gua inicial e a viabilidade do lote foram
determinados de acordo com as Regras para Andlise de Sementes Florestais do Brasil - RAS
(Brasil, 2009). O desponte lateral foi adotado para a quebra de dorméncia em teste preliminar
realizado com 400 sementes em placa de Petri com duas camadas de papel, visando a obtengao

da porcentagem de germinagdo do lote.

2.2 Simulacao de incéndio e germinacio das sementes

Sementes dormentes foram dispostas em caixa de areia nas profundidades de dois e

cinco centimetros (Tabela 1). Galhos e folhas secas de palmeiras foram utilizados como



41

material combustivel e o fogo foi aplicado com duracdo de 10 minutos com temperatura do
inicial de 22.8 °C. As temperaturas durante o experimento foram aferidas com auxilio do
termopar digital Minipa MT-600. Para a defumacao, as sementes foram dispostas em grades no
alto de uma chaminé improvisada em um tambor de ferro. A fumaga gerada no interior deste
tambor se deu pela queima de feno e durou dois minutos com a temperatura inicial de 19 °C.

O teste de embebicdo em fumaca liquida se deu pela utiliza¢do de 4cido pirolenhoso
(PA) de eucalipto. Foi realizado um ensaio preliminar com este PA, o qual foi produzido pela
combustao da madeira de eucalipto em mufla sob quatro temperaturas (100, 200, 300 e 400 °C).
O extrato coletado da fumaca gerada em cada temperatura foi diluido em seis proporg¢des (1:10;
1:25; 1:50, 1:75; 1:100 e 1:1000). O PA produzido a partir da combustao da madeira a 200 °C
e diluido em agua destilada na proporcdo de 1 ml de PA para 75 ml de dgua destilada (1:75) foi
0 que desencadeou maior velocidade de germinacdo (4.9 Germination Speed Index — GSI) e
maior porcentagem de germinacao (85.0%) das sementes de S. macranthera (Apéndice A), e
portanto escolhido para este experimento.

ApoOs a aplicacio do fogo ou fumaga nas sementes dormentes, essas foram
desinfestadas com Captan ® (1%), por 2 minutos. O teste de germinac¢do ocorreu em camara
de germinacdo do tipo B.O.D. (Biochemical Oxygen Demand) com temperatura constante de
25 °C e fotoperiodo de 12h de luz e 12h de escuro. A faixa de temperatura para a germinacao
da S. macranthera esta entre 9 e 39 °C Cinco repeti¢des de 20 sementes
foram dispostas em placas de Petri sobre duas camadas de papel filtro especifico para andlise
de germinacdo, previamente desinfestados por 12h em estufa a 40 °C. A avaliacdo durou sete
dias e a protrusdo da raiz primdria foi utilizada como critério germinativo. As sementes foram
embebidas em 4cido pirolenhoso por 24 horas (conforme o tratamento, ver Tabela 1) e apds
esse periodo foram reumedecidas com dgua destilada, quando necessario. Apds o periodo de
sete dias, foi realizado um corte longitudinal nas sementes ndo germinadas e feito o teste de
viabilidade. Esse teste consistiu em verificar se a coloracio verde dos cotilédones, que indicava
vida, estava presente. Também foi feita a observacdo visual do aumento do tamanho das
sementes, evidenciando seu intumescimento A analise de sementes
mortas foi feita de acordo com Brasil (2009), assim consideradas aquelas que no final do teste
ndo germinaram, geralmente apresentando-se amolecidas, atacadas por microrganismos e sem

sinal de inicio de germinacao, excluindo as sementes duras e dormentes.
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2.3 Analise dos dados

Delineamento Inteiramente Casualizado - DIC foi aplicado para cada teste de
germinagdo, conforme os tratamentos avaliados (Tabela 1). Para cada tratamento utilizou-se
cinco repeticoes de 20 sementes cada (ni=100). A Andlise de Variancia - ANOVA foi aplicada
para comparar as médias de germinacdo e indice de velocidade de germinacdo das sementes,
calculado de acordo com O teste de Tukey (p<0,001) foi utilizado para
registrar a diferenca entre as médias utilizando o programa SISVAR 5.6 A
comparagdo de sementes germinadas, vivas ndo germinadas e mortas foi avaliada através da

porcentagem de germinacdo.

Tabela 1: Identificacdo dos tratamentos testados em sementes de Senna macranthera

Tratamentos

1: Controle - sem aplicac¢do do fogo ou da fumaca, utilizando sementes dormentes embebidas

apenas em agua destilada

2: Fogo em sementes enterradas a 2 cm, posteriormente embebidas em dgua destilada
3: Fogo em sementes enterradas a 5 cm, posteriormente embebidas em dgua destilada
4: Fogo em sementes enterradas a 5 cm, posteriormente embebidas em PA

5: Fumacga nas sementes, posteriormente embebidas em dgua destilada

3. Resultados

O lote de sementes utilizado nesse estudo apresentou teor de dgua inicial de 10.9% e a
viabilidade testada com desponte na quebra de dorméncia ao final de sete dias foi de 96.2%. O
efeito do fogo na quebra de dorméncia das sementes de Senna macranthera foi evidenciado
pela diferenca na germinacdo das sementes do grupo controle (0%), em relacdo aos demais
tratamentos com fogo e fogo + dcido pirolenhoso (PA) (Figura 1 A). As temperaturas
alcangadas nestes tratamentos variaram de 63 a 90 °C durante 10 minutos. E sob essas condigdes

as sementes incendiadas enterradas a 5 cm de profundidade, posteriormente embebidas em PA
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tiveram maior germinacao (14.0%), seguida das enterradas a 2 cm (11.2%) e das incendiadas
enterradas a 5 cm sem embebicdo com PA (10.0%). Todos os tratamentos com fogo e fogo +
PA desencadearam também as maiores velocidades de germina¢do (IVG) em comparacdo com

o controle e a fumaca (Figura 1B).
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Figura 1. Germinagao (A) e Indice de velocidade de germinacdo — IVI (B), de sementes de
Senna macranthera submetidas a incéndio simulado por 10 e 2 minutos (fogo e fumaca,
respectivamente). Letras iguais identificam que ndo houve diferenca significativa entre os

tratamentos pelo teste Tukey (p<0,001).
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Sementes defumadas a uma temperatura mixima de 64.3 °C (+2 °C) apresentaram
aumento de tamanho com o intumescimento do tegumento, porém, ndo houve efeito (0%) da
defumacdo na germinacgdo (Figura 1 A). Essa mesma temperatura (63.5+2 °C) ndo impediu a
germinagdo (10 — 14%) de sementes incendiadas enterradas a Scm.

As sementes ndo germinadas até a contagem final do teste de germinacdo estavam
todas intumescidas, com aumento visivel no seu tamanho, sendo classificadas como vivas nao
germinadas e mortas pelo teste de viabilidade. As sementes vivas ndo germinadas apresentavam
os cotilédones visivelmente verde, aparentando vivas, enquanto que as mortas apresentavam os
cotilédones marrom/preto (Figura 2). Embora houvesse embebi¢do das sementes incendiadas
(tratadas com fogo ou fumaca), evidenciadas pelo intumescimento do tegumento, a quantidade
de sementes germinadas ou vivas ndo germinadas foi muito pequena em comparagdo com as

sementes mortas (Figura 2).
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Figura 2. Sementes germinadas, vivas ndo germinadas e mortas ap0ds teste de viabilidade
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4. Discussao

A hipdtese de que o calor quebraria a dorméncia das sementes de Senna macranthera
foi aceita, j4 que pelo menos 10% das sementes germinaram (Figura 1). Neste estudo
observamos também, que a sobrevivéncia das sementes de S. macranthera apés o fogo indica
que essa espécie suporta altas temperaturas (até 90 °C). Entretanto, o tempo de exposicao por
até 10 minutos comprometeu sua sobrevivéncia, assim como previsto por Ramos et al. (2019)
para espécies vegetais do bioma Cerrado.

As sementes de S. macranthera, quando germinadas a 50 °C durante sete dias,
apresentaram sua dorméncia quebrada pelo calor (De Paula et al., 2012). O calor agiu
removendo toda a camada de cera do tegumento, expondo as células com parede da testa
lignificada, o que permitiu a semente absorver dgua, favorecendo a germinagdo. Nesse sentido,
o calor agiu no afrouxamento da barreira fisica que envolve as sementes, permitindo a entrada
de dgua e posterior germinacao (Bewley e Black, 2013). No caso de incéndios florestais, o calor
pode atuar como choque térmico, quebrando a dorméncia das sementes e desencadeando a
germinacdo de espécies pos-fogo enterradas no solo de diversas regides do mundo, por exemplo
regides temperadas ( ) e mediterraneas (

). Além disso, o calor pode atuar no comportamento
adaptativo da espécie, uma vez que sementes que germinam mesmo apds exposicdo a altas
temperaturas, ganham vantagem evolutiva em cendrios de incéndio Nosso
estudo mostrou que apesar dos danos causados pela alta temperatura (~ 90 °C), nas sementes
enterradas mais préximas a superficie do solo (2 cm), a velocidade de germinacao alcancada
neste tratamento foi alta (Figura 1B). Indicando que S. macranthera possui resiliéncia
germinativa, uma vez que mesmo estando sob estresse, consegue germinar. A resiliéncia
germinativa pode ser interpretada como a capacidade das plantas sobreviverem
temporariamente a dificuldades, além de gerarem oportunidades para que se estabelecam em
outro lugar, longe da planta mae (Kesseler and Stuppy, 2006).

A embebic¢do com dcido pirolenhoso (fumaca liquida), aumentou a germinacao das
sementes de S. macranthera apés o incéndio em comparagdo com o controle (Figura 1),
corroborando com estudos relacionados a fumaca liquida com espécies nativas da mesma
regido. O recrutamento de mudas pés fogo em banco de sementes no solo do Cerrado (Campo
rupestre), foi testado por que aplicaram choque térmico (80 e 100 °C

por 5 min) e fumagca liquida (1:10) em sementes de nove espécies arbustivas nativas da regio.
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A fumaca liquida aumentou a germinacio na maioria das espécies testadas em compara¢ao com
o choque térmico. Estes mesmos autores concluiram que implicacdes ecoldgicas explicariam o
aumento da taxa de germinacdo pela fumaca exibida pelas espécies de campo rupestre.
Podendo permitir o recrutamento de mudas logo apds o fogo, durante a estagdao chuvosa, quando
ha maior disponibilidade de recursos e a competicao € baixa A fumaca
liquida também interagiu com a menor disponibilidade de luz e promoveu a germinac¢do de duas
espécies do banco de sementes do solo Cerrado O extrato de fumaga na
concentracdo de 1:10 aumentou a taxa de germinagdo de Aristida riparia e Aristida recurvata
no escuro, indicando que a fumaca liquida supera a foto inibi¢do dessas espécies, agindo como

um sinalizador de que o fogo ja ocorreu e que agora as sementes podem germinar

Por outro lado, a exposi¢do das sementes de S. macranthera a defumacio por dois
minutos resultou na morte do embrido (Figura 1). A temperatura maxima alcancada neste
tratamento (64.3 £2 °C) foi semelhante a observada no tratamento com fogo (63.5+2 °C) que
permitiu a germinagdo de pelo menos 10% das sementes. Indicando que para esta espécie, as
respostas ao incéndio podem depender de mais fatores além da temperatura. Entretanto, os
resultados com defumacdo nesse estudo contrastam com o encontrado na literatura. Em uma
floresta no norte do Ird, a fumaca em aerossol aumentou em até duas vezes a germinacao de
leguminosas e gramineas perenes em comparacdo com a fumaga liquida (1:1000), indicando
que o tipo de fumaga pode alterar os padrdes de regeneracdo em grupos funcionais distintos
( ). Pois, enquanto as espécies perenes alocam recursos para estruturas que
aumentem sua chance de sobreviver ao préoximo incéndio, as anuais acumulam sementes no

banco de sementes do solo como forma de garantir a sobrevivéncia pds-fogo

Embora fatores abidticos, principalmente luz e temperatura (calor), possam aliviar a
dorméncia das sementes e induzir a germinacao , € a resiliéncia
favoreca a sobrevivéncia sob condi¢des adversas (Kesseler and Stuppy, 2006), a planta precisa
experimentar sinais adequados para se estabelecer. Estes sinais precisam informar que o
ambiente é favordvel para germinar em grande quantidade, alinhando o ambiente com os
requisitos de germinacdo para cada espécie. Muitas vezes a exposicdo a uma condi¢cdo
estressante pode ser demasiada, mesmo para uma planta vigorosa. A extensdo do dano

germinativo depende da espécie, do contetido inicial de d4gua da semente, da temperatura, da
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duracdo da exposi¢do ao estresse e do periodo da germinagdo durante o qual a exposi¢do ocorreu

Neste estudo, a simulag@o de incéndio por até 10 minutos, testando calor e fumacga
permitiu a perda da cerosidade tegumentar das sementes que lhe conferia dorméncia fisica,
desencadeando a germinacao. Porém, os danos visiveis no embrido revelaram que tanto o calor
quanto a fumaca reduziram seu vigor ( ). Além disso, a exposicdo a esses estresses
reduziu o conteddo de dgua nas sementes em pelo menos 3% (dados ndo mostrados). Ao
iniciarem a germinacdo nestas condi¢des, as sementes podem sofrer por danos de embebigao,
caracterizado por perdas irrepardveis ao sistema de membranas, o que leva a lixiviacdo de
conteddos celulares, afetando negativamente a germinac¢do (Prodanovic et al., 2007). Portanto,
mesmo que as sementes de S. macranthera tenham acelerado seu processo germinativo apos o
fogo, € notavel que a reducido da sua viabilidade preocupa, principalmente em cendrios de

incéndios florestais recorrentes no Cerrado, habitat dessa espécie

5. Conclusao

O efeito promocional do calor e da fumaca liquida (utilizando PA) na quebra de
dorméncia e na germinacao de sementes de S. macranthera sugere que essa espécie € adaptada
ao fogo. No entanto, a fumacga gasosa pode ser letal, reduzindo o vigor das sementes. Essa
espécie apresenta respostas diferentes a depender do tipo de gatilho (calor ou fumacga) e das
condi¢des do incéndio (tempo de exposicdo e temperatura, por exemplo). A despeito da
embebicdo com dcido pirolenhoso, a possivel protecdo do embrido ao calor € um estimulo para

estudos mais detalhados.
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Composicao quimica de extratos pirolenhosos influencia a germinacio de sementes de

Senna macranthera (DC. ex Collad.) H.S.Irwin & Barneby

Resumo

O extrato pirolenhoso (EP), também conhecido como 4cido pirolenhoso e fumaca liquida, € um
subproduto obtido a partir da producao do carvao vegetal e pode ser usado como promotor de
crescimento para diversas espécies vegetais. Vem sendo usado na agricultura ha vérios anos
baseado na observacdo da regeneracdo do ambiente pds-fogo, que os estudos depois
confirmaram poder ser estimulada pela fumacga derivada de plantas carbonizadas. Varios
compostos presentes na fumaga com atividade promotora de germinagao foram identificados
nos ultimos anos, por exemplo, os butenolideos karrikins e alguns compostos nitrogenados, que
sdo conhecidos por promoverem a germinacao de muitas espécies de plantas, quando em baixas
concentracdes. Neste estudo, foram obtidos trés EPs obtidos através da carbonizacdo das
madeiras de Eucalyptus sp. e de Anadenanthera macrocarpa (angico), sendo identificados 54
e 72 compostos respectivamente. Os EPs foram avaliados quanto ao seu potencial para melhorar
a germinacdo de sementes de Senna macranthera, uma arvore nativa do Cerrado. Nenhum
extrato superou a performance germinativa das sementes do controle (96,2%). Entretanto, o EP
de eucalipto foi menos prejudicial as sementes (entre 35 € 97%) do que o EP de angico (entre
26 e 73%), mas isso dependeu da concentragdo utilizada. Os compostos encontrados em maior
quantidade no EP de eucalipto foram as piridonas e aldeidos, e podem ter sido responsdveis
pela germinacdo das sementes embebidas nesse extrato. A germinacdo das sementes embebidas
com um dos extratos de angico, pode ter sido influenciada pelo composto (Tetraidrofuran-2-il)
metanol, um derivado do éter, tendo em vista que ele aparece em maior quantidade em apenas
um dos EPs. Nenhum dos extratos nas concentragdes testadas inibiram totalmente a germinagdo
das sementes, indicando que S. macranthera é uma espécie resistente aos efeitos da exposicao
ao extrato pirolenhoso.

Abstract

Pyroligneous acid (PA), also known as pyroligneous acid and liquid smoke, is a by-product
obtained from charcoal production and can be used as a growth promoter for several plant
species. It has been used in agriculture for several years based on observation of post-fire
environmental regeneration, which studies later confirmed can be stimulated by smoke derived
from charred plants. Several compounds present in smoke with germination-promoting activity
have been identified in recent years, for example, karrikins butenolides and some nitrogenous
compounds are known to promote the germination of many plant species when in low
concentrations. In this study, three PAs obtained through the carbonization of Eucalyptus sp.
and Anadenanthera macrocarpa (angelim), being identified 54 and 72 compounds respectively.
PAs were evaluated for their potential to improve seed germination of Senna macranthera, a
tree native to the Cerrado. No extract surpassed the germination performance of the control
seeds (96.2%). However, PA from eucalyptus was less harmful to seeds (between 35 and 97%)
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than PA from angico (between 26 and 73%), but this depended on the concentration used. The
compounds found in greater quantity in eucalyptus PA were pyridones and aldehydes, and may
have been responsible for the germination of seeds soaked in this extract. The germination of
seeds soaked with one of the angico extracts may have been influenced by the compound
(Tetrahydrofuran-2-yl) methanol, an ether derivative, considering that it appears in greater
quantity in only one of the PAs. None of the extracts at the tested concentrations totally inhibited
seed germination. Indicating that S. macranthera is a species resistant to the effects of exposure
to the pyroligneous acid.

1. Introducao

O extrato pirolenhoso (EP), também conhecido como pyroligneous acid (PA), vinagre
de madeira, extrato aquoso da fumaca ou fumacga liquida, € obtido pela condensacao da fumaca
formada pela queima da madeira na produc¢do de carvao vegetal ( O extrato é
composto, em sua maior parte, por dgua e mais de 200 compostos organicos, dentre eles acido
acético, dlcoois, cetonas, fendis e alguns derivados de lignina ( ). Esse produto
pode ser obtido de diferentes espécies vegetais, como o bambu, o eucalipto e o pinus (

). Quando diluido em 4gua e aplicado ao solo pode melhorar seus atributos
fisicos e quimicos, proporcionando aumento de microrganismos benéficos ao crescimento
vegetal, como actinomicetos e micorrizas e pode, portanto, favorecer a disponibilidade de

nutrientes para as plantas (Miyasaka et al., 1999). Na agricultura natural, esse extrato tem sido

usado como potencializador de herbicida fertilizante orgénico (
), indutor de enraizamento , Inseticida ( )
e até na culinéria Cada uso depende da dilui¢do ou da propor¢do da mistura

de compostos.
Outra aplicacdo reportada na literaturaé ao  uso dos EPs como agentes que estimulam
o crescimento de plantas. A observacdo de que produtos quimicos a partir da combustao de
biomassa desempenham um papel no estimulo da germinacao pds-fogo de espécies vem sendo
confirmada em vérios estudos em regides temperadas e ecossistemas africanos
Tentativas de estudar o efeito
da fumaca liquida, ou EP, nas plantas foram desafiadoras, sobretudo pela complexa mistura de
compostos organicos presentes nesse tipo de fumaca, alguns dos quais conferem toxicidade em
altas concentracoes ). O fracionamento da fumaca
condensada guiada por bioensaio culminou na descoberta e sintese de varios compostos, que a

partir da queima da biomassa que contém celulose, hemicelulose e lignina conferem
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caracteristicas germinativas em sementes (Keeley ¢ Pausas, 2018). O 3-metil-2H-furo[2,3-
c]piran-2-ona, uma classe denominada "karrikin" da familia dos butanolideos, é altamente
estimulante na germinacdo de espécies de recrutamento (Flematti et al., 2004; Van Staden et
al., 2004; Flematti et al., 2009). Assim como os compostos nitrogenados resultantes da
combustdo de biomassa, também parecem ter um papel na germinacdo pds fogo de espécies
estimuladas por gliceronitrila (cianidrina) (Flematti et al., 2011, Downes et al., 2014). No
entanto, ndo existem registros sobre quais compostos quimicos do EP influenciam a germinagao
pos fogo das espécies vegetais em ecossistemas brasileiros.

Senna macranthera (DC. ex Collad.) H.S.Irwin & Barneby € uma espécie arbdrea da
familia Fabaceae, nativa do Cerrado distribuida pela Mata Atlantica e Pantanal (Lorenzi, 2021).
E uma 4rvore de rapido crescimento, podendo ser utilizada na arborizacdo urbana e compor
plantios em 4reas degradadas por também ser indicadora de biodiversidade (Campos Filho e
Sartorelli, 2015). Essa espécie forma banco de sementes no solo e possui sementes cerosas que
lhe conferem uma dorméncia fisica causada pela impermeabilidade do tegumento (De Paula, et
al., 2012). A associagdo da regeneracdo do banco de sementes do solo com fogo e exposicao a
compostos quimicos relacionados a fumaca liquida por longos periodos de tempo evolutivo
(Light et al., 2009; Tormo et al., 2014; Catav et al., 2018), resultou em estudos recentes
reconhecendo que compostos quimicos desse tipo de fumaca regulam diversos aspectos do
desenvolvimento da planta (Burger et al., 2018, Ramos et al., 2019). Porém, os efeitos da
fumaca na germinacdo de sementes florestais do banco do solo em regides neotropicais ainda
permanecem pouco estudados.

O conhecimento dos efeitos do EP na germinacdo de S. macranthera pode resultar em
informacdes importantes sobre a capacidade do uso desse produto na preservacdo da espécie e
producdo de mudas. Seu habitat natural, o Cerrado, € considerado um hotspot de biodiversidade
e as espécies desse bioma estdo adaptadas a um regime definido de queima (Miranda et al.,
2010). Porém, a frequéncia e época de ocorréncia do fogo nesse bioma vem sendo ameacado
por incéndios florestais recorrentes (Myers et al., 2000; Silva et al., 2006). Isso resulta em um
desequilibrio entre os episodios de fogo e a recuperacdo do ecossistema, o que leva a
fragmentacao da paisagem e sua degradacdo (Alcaniz et al., 2018). Além disso, o conhecimento
dos compostos quimicos existentes no EP pode melhorar a compreensao de seu efeito no
desenvolvimento das sementes e estabelecimento de plantulas. Preenchendo, assim, uma lacuna
com relacdo ao detalhamento do efeito dos extratos aquosos da fumaga na germinagdo de

sementes florestais.
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Diante disso, esse estudo investigou o desempenho germinativo das sementes de S.
macranthera ap6s embebicdo com trés tipos de extratos pirolenhosos, dois a partir do carvao
de Eucalyptus sp. e um a partir de Anadenanthera macrocarpa (angico) em duas fases de
carbonizacdo. O intuito do estudo foi comparar o efeito dos extratos isoladamente na
germinagcdo das sementes (i); Determinar o efeito das diferentes doses do extrato na
performance germinativa das sementes (ii) e; Caracterizar e comparar a composi¢ao quimica

dos extratos (iii).

2. Material e métodos

2.1 Carbonizacao da madeira e preparo dos extratos pirolenhosos

A carbonizacdo da madeira de FEucalyptus sp. (eucalipto) e Anadenanthera
macrocarpa (Benth.) Brenan (angico) para obtencdo dos EPs foi realizada através de pirdlise
em forno elétrico do tipo mufla, modelo GP Cientifica-2000, com controle manual de
temperatura, utilizando um condensador acoplado a kitassato para recuperacdo dos gases
condensaveis (EP) (Figura 1). Amostras de cavacos dos toretes de cada madeira previamente
secos em estufa a 103 £ 2°C por 24 h foram inseridas em um recipiente de aco inoxiddvel (0,430
x 0,160 x 0,160 m) dentro da mufla (Apéndice A). A temperatura final foi de 400 °C para
eucalipto e 450 °C para angico, e a taxa de aquecimento da mufla foi de 1,66 °C.min".
Estabeleceu-se que a carbonizagdo fosse finalizada apds 60 min para todos os termopares
atingirem as temperaturas finais estabelecidas para cada espécie. O monitoramento e medidas
das temperaturas foram realizados manualmente, em intervalos de 10 minutos, até alcancar a
temperatura final estabelecida. Na saida da mufla foi conectado um sistema de recuperacdo dos
gases condensdveis utilizando um condensador tubular resfriado a dgua e acoplado aos dois

recipientes de coleta. Os gases condensdveis gerados durante a carbonizacao da madeira foram

coletados e quantificados por fase. Cada fase foi caracterizada por um intervalo de temperatura.
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Figura 1. Layout do sistema de carbonizacdo da madeira, acompanhamento da temperatura e

sistema de recuperacao dos gases condensdveis.

A principio foram pré-estabelecidas quatro fases de pirdlise, baseadas na
decomposicdo térmica tedrica da madeira, porém, para a madeira de angico a primeira fase de
secagem se deu até 250 °C e foi adicionada mais uma fase até 450 °C, com intervalos a cada 50
°C apds a decomposicao primaria, devido a observacao de mudancga de coloragdo do EP obtido.

As quatro fases de carbonizacdo do eucalipto corresponderam as seguintes

temperaturas:

(1) Fase 1 (F1): endotérmica - secagem (25-100 °C)

(1) Fase 2 (F2): endotérmica - decomposi¢@o primdria (101-200 °C)
(iii)) Fase 3 (F3): exotérmica - decomposi¢ao secundéria (201-300 °C)
(iv) Fase 4 (F4): exotérmica - fixac@o de carbono (301-400 °C)

As cinco fases de carbonizacdo do angico correspondem as seguintes temperaturas:

(i) Fase 1 (F1): endotérmica - secagem (25-250 °C)

(1) Fase 2 (F2): endotérmica - decomposi¢@o primdria (251-300 °C)
(i11)) Fase 3 (F3): exotérmica - decomposi¢ao secunddria (301-350 °C)
(iv) Fase 4 (F4): exotérmica - fixac@o de carbono (351-400 °C)

(v) Fase 5 (F5): exotérmica - (401-450 °C)

ApOs a coleta, os extratos foram acondicionados em recipientes de vidro embalados
em papel escuro, a fim de evitar que as do extrato reagissem a luz e se precipitassem. Os EPs

permaneceram estagnados por seis meses, € em seguida submetidos a filtragdo por baldo de
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separacdo, para decantacdo do alcatrdo. Os extratos com maiores rendimentos foram escolhidos
para este experimento, sendo esses obtidos da fase 2 da carbonizagdo de eucalipto (200 °C) e
das fases 2 (300 °C) e 3 (350 °C) da carbonizacao de angico, que posteriormente foram diluidos

nas propor¢des de 1 mL de EP para cada 100, 75 e 50 mL de 4gua destilada (Figura 2).

Figura 2. Coloracdo do extrato de angico em diferentes fases de carbonizacio e diluidos em

agua destilada.

As dosagens foram escolhidas a partir de um bioensaio preliminar com esses extratos
na propor¢do de 1:10, 1:100 e 1:1000, onde a primeira dosagem resultou na morte de todas as
sementes, a segunda resultou em diferencas significativas na velocidade e porcentagem de
germinacdo e a terceira ndo diferiu do controle (Apéndice A). As solucdes foram
acondicionadas em recipientes de vidro identificados e armazenados na geladeira com
temperatura constante de 5 °C até o inicio dos testes de germina¢cdo. Também foi avaliado um
EP comercial de eucalipto, o EPB-106, diluido nas mesmas propor¢des anteriormente

mencionadas.

2.2 Coleta das sementes e teste de germinaciao

As sementes de Senna macranthera foram coletadas de duas drvores matrizes no
Campus da Universidade Federal de Vigosa (20°45'14” S 42°52'54” W) em 2019 pela Sociedade
de Investigacdo Florestal - SIF e doadas ao Departamento de Engenharia Florestal da
Universidade Federal de Vigosa — UFV. Foi coletado um total de trés quilos de sementes
(~60.000 sementes, de acordo com Brasil, 2013) que permaneceram armazenadas em sacos de
plastico em camara fria a 5 °C no Laboratério de Andlise de Sementes Florestais da UFV por

um ano até o inicio das andlises. O teor de d4gua inicial das sementes foi de 10,9 % e a viabilidade
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do lote foi verificada por um teste de germinacao preliminar com uma amostra de 400 sementes
com 96,2 % de germinacdo. O desponte lateral nas sementes foi utilizado para a quebra de
dorméncia, sendo desinfestadas com Captan ® (1 %) por 2 minutos. Em bioensaio preliminar
comparou-se a germinacdo quando as sementes foram apenas umedecidas com 3 ml das
solucdes de EP, que resultou em baixa embebicao do extrato (Apéndice A). Portanto, optou-se
por sementes imersas em béqueres contendo 5 ml das solucdes dos EPs em cada dose ja descrita,
e submetidas a  vacuo na pressao S MPa por 30 minutos (Apéndice A). Apds o vacuo, foram
deixadas nas solug¢des por 10 minutos. Cinco repeti¢des de 20 sementes de cada tratamento
foram dispostas em placas de Petri sobre duas camadas de papel substrato, e vedadas com
tampa. O teste de germinacao ocorreu em camara de germinacao do tipo B.O.D. (Biochemical
Oxygen Demand) com temperatura constante de 25°C e fotoperiodo de 12h de luz e 12h de
escuro. A avaliacdo didria durou sete dias e a protrusdo da raiz primdria foi utilizada como

critério germinativo. As sementes foram reumedecidas com dgua destilada, quando necessério.

2.3 Analise dos dados

Delineamento Inteiramente Casualizado - DIC foi aplicado para cada tratamento
(Tabela 1). Cada um dos 13 tratamentos contou com cinco repeti¢des de 20 sementes (n=100).
Para verificar o efeito das varidveis explicativas (a) “dose” (varidvel explicativa x1) e do (b)
“tempo de germinagdo” (varidvel explicativa x2) na variavel resposta “germinagdo das
sementes” (variavel resposta y) foram construidos Modelos Lineares Generalizados (GLM),
sob erros normais (apds a verificacio da normalidade com o teste Shapiro-Wilk). Apos,
utilizou-se o teste de Tukey para as multiplas comparacdes  visando acessar as diferencas
estatisticas entre as doses e os tratamentos. As etapas descritas foram realizadas como sugerido
por Crawley (2012) e realizadas no programa R (2020). O modelo foi construido utilizando a
funcdo “glm”, o teste de Tukey foi com a fun¢do “TukeyHSD”, e o teste de normalidade com
a fun¢do “shapiro.test”. Todas essas fungdes podem ser encontradas no pacote “stats”, como
parte integral do programa R. Os gréaficos foram construidos utilizando o pacote “ggplot2”. O
indice de velocidade de germinagdo das sementes (IVG) foi calculado de acordo com Maguire

(1962).
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Tabela 1: Identificagdo dos tratamentos testados em sementes ndo dormentes de Senna

macranthera

Tratamentos

1- Controle sem aplicacdo de EP, utilizando apenas dgua destilada
2- Sementes embebidas em EP de angico-F2 na dose 1:100
3- Sementes embebidas em EP de angico-F2 na dose 1:75

4- Sementes embebidas em EP de angico-F2 na dose 1:50

5- Sementes embebidas em EP de angico-F3 na dose 1:100
6- Sementes embebidas em EP de angico-F3 na dose 1:75

7- Sementes embebidas em EP de angico-F3 na dose 1:50

8- Sementes embebidas em EP de eucalipto-F2 na dose 1:100
9- Sementes embebidas em EP de eucalipto-F2 na dose 1:75
10- Sementes embebidas em EP de eucalipto-F2 na dose 1:50
11- Sementes embebidas em EPB 106 na dose 1:100

12- Sementes embebidas em EPB 106 na dose 1:75

13- Sementes embebidas em EPB 106 na dose 1:50

2.4 Analise quimica dos EPs

Inicialmente as amostras de EPs, foram estocadas por seis meses para decantagdo e
posteriormente foram filtradas para a remocao de material particulado. A andlise quimica para
caracterizacdo dos EPs foi realizada por cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de
massas (CG-EM), com as seguintes especificacdes: coluna Ultra Alloy 5, 30 m, DI 0,25 mm,
utilizando gds transportador hélio. A temperatura do injetor foi de 290 °C e a temperatura do
forno foi de 40 °C durante 2 min, com rampa de 20 °C.min"! até 300 °C, sendo mantida por 25

min. Os compostos obtidos foram comparados com a literatura a fim de encontrar compostos
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similares em até 70% com butenolideos e/ou nitrogenados. Sendo considerados como principais
compostos aqueles encontrados em maior quantidade na amostra (demonstrado pelo percentual

de area ocupada) e que somem mais da metade da composicao total do extrato (Apéndice B)

3. Resultados

3.1 Germinacio das sementes apés embebicio nos extratos

Nenhum extrato superou a performance germinativa das sementes do controle (Tabela
2). O EP produzido a partir da carboniza¢do da madeira de angico em 350 °C (Fase 3) inibiu
menos (56.2 — 73.7 %) a germinagdo das sementes do que o EP produzido a 300 °C (Fase 2)
(26.2 — 46.2 %), mas i1sso dependeu da dose utilizada (Tabela 2, Figura 3). Além disso, o
aumento de 50 °C na faixa de temperatura de carbonizacdo da madeira de angico influenciou a
velocidade de germinacgdo das sementes embebidas nesse extrato, que oscilou de 3 a 6 pontos
comparados com o controle (Tabela 2). A embebi¢do apds o EP de angico também influenciou
negativamente o tempo médio de germinacdo das sementes, € quanto mais concentrada foi a
solucdo, maior a tendéncia de atraso germinativo (Tabela 2). Essa tendéncia foi evidenciada
ainda pelo indice de velocidade de germinacdo, sendo mais proeminente nas sementes
embebidas com EP de angico da fase 2 (300 °C) do que da fase 3 (350 °C) (Tabela 2).

Por outro lado, o EP produzido a partir da carbonizag¢do da madeira de eucalipto a 200
°C nas doses de 1:100 e 1:75 manteve a alta germinabilidade das sementes, entretanto para
concentracdes de 1:50 foi observado reducao significativa de até 61% (Tabela 2, Figura 3). A
velocidade foi reduzida em todas as doses testadas e o tempo de germinagdo resultou em
diferencas significativas entre elas, sendo maior para as sementes embebidas no extrato mais
diluido (1:100), que levaram dois dias a mais para germinar quando comparadas com o controle

(Tabela 2).

O EP comercial EPB-106 inibiu a germinacdo e a velocidade e aumentou o tempo de
germinacdo das sementes em todas as doses testadas (Tabela 2). Sendo evidenciado seu uso

como herbicida quanto maior a concentragio da solucao.
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Tabela 2. Andlise de varidncia das médias de germinacdo (G%), indice de velocidade de
germinagdo (IVG) e tempo médio de germinacgdo (T dias) das sementes de Senna macranthera
apos embebicio com EP de angico, de eucalipto e de EPB-106 em trés doses. Letras

diferentes nas colunas indicam que ha diferenca entre os tratamentos pelo teste Tukey (p<0.05).

Tratamento Dose G (%) IVG T (dias)
Experimento
Controle 96.2+4.7a 6.6+03a 31+0.1a
1 EP de angico-F2  1:100 46.2+179c 1.9+0.7 cd 48+04D
2 EP de angico-F2 1:75 61.2+213c 24+£04D 5.1£04bc
3 EP de angico-F2 1:50 26.2+14.3d 09+04d 59+06¢
4 EP de angico-F3  1:100 73.7£11.0b 33+£0.7b 45+06D
5 EP de angico-F3 1:75 56.2+8.5¢c 2.2+0.3bc 53+£0.5bc
6 EP de angico-F3 1:50 63.7+7.5bc 24£09b 5.4+£04bc
EP de eucalipto-
7 1:100 97.7+22a 36+02c 54+0.1c
F2
EP de eucalipto-
8 - 1:75 85.0+75a 49+£04b 3.5+0.06b
EP de eucalipto-
9 1:50 3501250 1.7+0.8d 43+05b
F2
10 EPB 106 1:100 66.2+11.2b 34+06b 40+x05b
11 EPB 106 1:75 62.5+8.7b 32+03b 4.0+£0.09b
12 EPB 106 1:50 575+£75¢ 28+04b 37+03b

Houve efeito das doses e dos tratamentos na germinagdo das sementes para todos os
EPs. Para o tratamento na dose mais alta (1:50) de todos os EPs, foi observado reducdo na
germinagdo das sementes, mas ndo o suficiente para a letalidade (Figura 3). As doses de 1:75
1:100 ndo resultaram em mudangas na performance germinativa das sementes, quando

comparadas com o controle, e embora o EP de eucalipto desencadeie alta germinabilidade
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nessas concentragdes (Figura 3) a predisposi¢do ao atraso germinativo (Tabela 2) reitera esse

resultado.

Angico F2 [ Angico F3

= ==

" | |
| $$
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504 I |

Germinagao (%)

0 50 75 100 0 50 75 1E'}0
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Figura 3. Distribuicido da germinagdo (%) das sementes ndo dormentes de Senna macranthera
ap6s embebicdo em trés dcidos pirolenhosos (EP) sendo eles: angico, produzido a partir da
carbonizacdo da madeira em mufla com temperatura controlada a 300 (F2) e 350 °C (F3);
eucalipto, produzido a partir da carbonizagao a 200 °C; e o extrato comercial EPB 106. Todos
diluidos nas doses de 1ml de EP em 50, 75 e 100 ml de 4gua. O tratamento controle testou a
germinacdo apenas em agua destilada. As barras verticais representam a amplitude total da
distribuicdo (valores minimos e maximos). Cada caixa representa 50 % dos valores centrais da
distribuicao, limitados pelo primeiro (inferior) e terceiro quartis (superior). O simbolo *
representa valores extremos (outliers). A barra horizontal que “corta” a caixa representa o

intervalo de confianca de 95 % ao redor da mediana.

3.2 Composicao quimica dos EPs

72 compostos organicos foram registrados nas amostras do EP de angico, sendo 37

da fase 2 de carbonizacdo (300 °C) e 35 compostos da fase 3 (350 °C). A composi¢do quimica
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e a propor¢ao dos produtos deste EP mudou conforme a faixa de temperatura de carbonizacao
(Figura 4), e um aumento de 50 °C influenciou na quantidade registrada dos principais
compostos da amostra.

Os compostos: cyclopropylmethanol (ciclopropilmetanol) (12,83 %), 2-
methoxyphenol (2-metoxifenol) (11,87%); 2,6-dimethoxyphenol (2,6-dimetéxifenol) (11,69
%), (tetrahydrofuran-2-yl)methanol (tetraidrofuran-2-il)metanol(7,12%), 3-hydroxypyridin-
2(IH)-one (3-hidroxipiridin-2(/H)-ona (6,08 %) e 2-methoxy-4-methylphenol (2-metoxi-4-
metilfenol) (5,55 %) foram os principais componentes da amostra de EP angico da fase 2 e
juntos somaram 55,14 % da sua composic¢ao.

Os compostos: cyclopropylmethanol (18,93 %), (tetrahydrofuran-2-yl)methanol
(16,25 %), 2-methoxyphenol (8,52 %), 2,6-dimethoxyphenol (6,70 %), dihydrofuran-2(3H)-
one (diidrofuran-2(3H)-ona)(5,23 %) e 2-methoxy-4-methylphenol (5,08 %) somaram juntos

60,71 % da composi¢ao da amostra de EP de angico da fase 3 , destacando-se em quantidade

neste EP.
Composi¢do quimica do extrato pirolenhoso de angico
Outros 31 compostos
2-methoxy-4-methylphenol
3-hydroxypyridin-2(1H)-one F2
(tetrahydrofuran-2-yl) methanol 300°C

2,6-dimethoxyphenol [
2-methoxyphenol
Cyclopropylmethanel ]
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Figura 4. Os seis compostos quimicos com maior drea (%) encontrados no acido pirolenhoso
de angico produzido em duas fases de temperaturas de carbonizacdo da madeira (300 e 350

°C).

54 compostos organicos foram registrados nas amostras de EP de eucalipto, sendo
27 compostos da fase 2 (200 °C) de carbonizagdo da madeira. Os seis principais compostos
encontrados em maior quantidade nessa amostra foram: 3-hydroxypyridin-2(/ H)-one (20,7 %);
D-Allose (D-Alose) (13,37 %); 2,6-dimethoxyphenol (9,78 %); cyclopropylmethanol (8,59 %);
1,2,4-trimethoxybenzene (1,2,4-trimetoxibenzeno) (6,88 %); e 1,2,3-trimethoxy-5-
methylbenzene (1,2,3-trimetoxi-5-metilbenzeno) (4,53%) e juntos somaram 63,85 % da sua

composi¢do (Figura 5).

Composicdo quimica do extrato pirolenhoso de eucalipto

Outros 21 compostos |
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Figura 5. Os seis compostos quimicos com maior area (%) encontrados no acido pirolenhoso

de eucalipto produzido a partir da carboniza¢do da madeira a 200 °C.

O EP de angico na fase 2 prejudicou a germinacdo das sementes, ao contrario do EP
de eucalipto, que a depender da dose, favoreceu a germinacdo (Tabela 2). Esses extratos
possuem composi¢do quimica semelhante, entretanto a quantidade de cada composto nas
amostras revelou que o EP de angico possui mais compostos fendlicos, enquanto que o EP de

eucalipto possui mais piridona (composto nitrogenado) e aldeido (Figura 6).
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Comparacdo da composicao quimica entre os extratos de
eucalipto e angico

2-methoxy-4-methylphenol T

(tetrahydrofuran-2-yl) methanol

2-methoxyphencel
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Figura 6. Comparacao entre os seis compostos organicos encontrados em maior quantidade nos
extratos pirolenhosos de angico e eucalipto, produzidos através da carboniza¢do da madeira por

pirolise em mufla a 300 °C e 200 °C, respectivamente.

O EP de angico na fase 2 prejudicou mais a germinagdo das sementes do que o EP da
fase 3 (Tabela 2). Apesar desses extratos possuirem mais compostos fendlicos, o EP da fase 3
possui um composto etilico em maior quantidade, enquanto que o EP da fase 2 possui em maior
quantidade um alcool. O composto (tetrahydrofuran-2-yl) methanol foi o que apresentou maior
diferenca entre os EPs de angico com mais 9 % em quantidade no extrato da fase 3 do que da
fase 2. Em seguida, o composto cyclopropylmethanol que na fase 3 contou com mais 6 % do

que na fase 2, que o superou em quase 5 % com 2,6-dimethoxyphenol (Figura 7).
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Comparag¢do da composi¢do quimica dos extratos de
angico nas duas fases de carbonizacdo

Outros 30 compostos |z T
2-methoxy-4-methylphenol ——+7F
Dihydrofuran-2(3H}-one |y
2,6-dimethoxyphenol g
2-methoxyphenol =g

Cyclopropylmethanol : 7]

(tetrahydrofuran-2-yl)methanol 3

Area (%)

OF2 @mF3

Figura 7. Comparacao entre os seis compostos organicos encontrados em maior quantidade nos
extratos pirolenhosos de angico, produzidos através da carboniza¢do da madeira por pirolise

em mufla a 300°C (F2) e 350°C (F3).

4. Discussao

Neste estudo ficou revelado a redu¢dao do desempenho germinativo promovido por
todos os extratos testados na germinagao de sementes de S. macranthera, sendo mais evidente
em altas concentragdes (<1:75), principalmente quando olhamos a velocidade de germinagao
(Tabela 2). Apesar da reducdo da germinacdo, nenhum extrato levou as sementes a letalidade
. Indicando que S. macranthera € tolerante aos efeitos da fumaca liquida e, portanto, menos
suscetivel a redu¢@o nos biomas de origem quando submetidos ao fogo.

O efeito inibitdrio de altas concentragdes do extrato pirolenhoso ja foi reportado em
vdrias espécies. O PA também induziu efeitos toxicos sobre Adenanthera cepa, as maiores
concentracoes de PA (13,07, 26,25, 52,5, 78,75 e 105 g/L) exibiram completamente a
germinagdo das sementes dessa espécie e o crescimento das raizes (De Lima et al., 2019). Jose
et al (2016), testando PA de eucalipto na germina¢do de sementes de quatro espécies florestais
do Cerrado, observaram que as altas concentracdes inibiram a germinagdo e a velocidade de
germinacdo das sementes, sendo Eugenia dysenterica, € Handroanthus serratifolius as mais

prejudicadas. Independente do material queimado para geragdo do extrato aquoso da fumaca,
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altas concentracdes de PA inibiram a germinacdo das sementes de 10 espécies florestais do
bioma Amazodnia (Ferraz et al., 2013). E quando ndo concentrado, um efeito estimulante sobre
a germinacao de sementes foi observado em apenas trés espécies: Jacaranda copaia, Ochroma
pyramidale e Cordia goeldiana. Porém, segundo esses mesmos autores, a concentracdo que
resulta em inibicdo da germinagdo é dependente da espécie estudada e também do tipo de
material usado como fonte do extrato. Esses estudos demonstram que o uso de extratos aquosos
da fumaca pode reduzir a germinacdo de sementes de vdrias espécies vegetais, sendo
evidenciado seu efeito herbicida, porém ndo letal. Isso porque a dose aplicada, a metodologia
de preparo e o material utilizado para queima podem apresentar estimulo germinativo, ou
nenhum efeito. E a isso soma-se a composi¢ao quimica do extrato, que como foi mostrado neste
estudo, pode mudar com a diferenca na temperatura de queima do material vegetal (Figura 7).
A toxicidade aguda do PA ja foi atribuido, principalmente a fracdo fendlica (Pimenta et al.,
2018). Também pela forma de obten¢do do PA, na pirdlise lenta da madeira, como em
Eucalyptus grandis, o PA apresentou toxicidade para a espécie Daphnia magna (De Lima et
al., 2019). Segundo estes mesmos autores, variacoes na toxicidade estdo possivelmente
relacionadas com o processo diferente para obtencdo do PA, pirdlise rdpida e lenta, que variam
em composicdo e, consequentemente, podem diferir quanto ao seu potencial toxico.

Neste estudo, os compostos da familia dos butenolideos podem ndo ter sido os
responsaveis pela alta germinabilidade das sementes, como evidenciado por algumas pesquisas
(Van Staden et al., 2004, Dixon et al., 2009). Estudos sugerem que a germinacdo estimulada
pela fumaca € uma caracteristica muito mais complexa e endossam a ideia de que varios
compostos podem estimular a germinagdo (Daws et al., 2007; Downes et al., 2010; Downes et
al., 2014). No extrato de eucalipto aqui testado, os aldeidos e um composto nitrogenado
representado pelas piridonas (Figura 5), podem ter sido os responsaveis pela germinagdo das
sementes de S. macranthera, ¢ orroborando com pesquisas que indicam que 0s compostos
nitrogenados resultantes da combustdo de biomassa podem ter um papel na germinacdo de

plantas com comportamento regenerativo estimulado pela fumaca (

No extrato de angico, um aumento de 50 °C na temperatura de carbonizacido da
madeira fez com que os compostos fendlicos ora prejudiciais a germinacdo, passassem a
estimuld-la, a depender da dose (Tabela 2, Figura 3). De acordo com os resultados da
composi¢do quimica, os compostos fendlicos e seus derivados constituiram boa parte do EP de

angico (Figura 4). Estes compostos consistem principalmente em phenol, 2-methoxyphenol,
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2,6-dimethoxyphenol, entre outros, e sdao resultado da decomposicdo da lignina (Sun et al.,
2011). O 2,6-dimethoxyphenol (DMP) foi o fenol encontrado em maior quantidade no EP de
angico, mas também encontrado no PA de eucalipto. O DMP tem a fun¢do de metabdlito
vegetal e € um membro dos fendis e um dimethoxybenzene (dimetoxibenzeno) (ChEBI
Database, 2022). E amplamente utilizado como substrato na determinacdo da atividade da
lacase, enzimas responsaveis pela sintese de compostos organicos (Imran et al, 2012). O DMP
foi o antioxidante mais util encontrado no EP de residuos florestais e agricolas da China, e os
autores concluem que o EP que contém alto teor de 2,6-dimethoxyphenol (2,6-dimetoxifenol)
€ mais adequado para as dreas alimenticia e farmacéutica (Li et al, 2019). Embora os compostos
fendlicos atuem na sua maioria como inibidores de crescimento vegetal (Cardoso, 2004), neste
estudo os extratos com alto teor de DPM ndo inibiram a germinacdo de sementes de S.
macranthera.

O cyclopropylmethanol (ciclopropilmetanol) (CPMO), composto encontrado em
maior quantidade no EP de angico (Figura 4), trata-se de um élcool liquido incolor transparente
que se dissolve completamente em dgua (Salaun and Baird, 1995). A decomposi¢ao da celulose
e hemicelulose produzem compostos pertencentes a classe dos édlcoois (ciclopropilmetanol)
assim como aldeido, cetona, éster e alguns dcidos carboxilicos (Yorgun and Yildiz, 2015). O
CPMO € o menor cicloalcano que carrega um grupo hidroximetil diretamente ligado ao grupo
ciclopropil (Salaun and Baird, 1995). O composto é a matéria-prima para ingrediente em
antifungos, inseticidas e pesticidas (Norghauer et al., 2015). Sabe-se que o CPMO € encontrado
naturalmente na planta Portulaca oleraceae, que sdo ricas em vitaminas A, B e C e sais minerais
e possuem também propriedades diuréticas, purificantes, analgésicas, anti-glicémicas e anti-
hemorragicas (Vieira et al., 2016). Entretanto, a atividade especifica desse composto na

germinacdo de sementes ainda € pouco estudada.

O 3-hydroxypyridin-2(/H)-one foi o composto nitrogenado encontrado em maior
quantidade no EP de eucalipto (Figura 5). A decomposi¢cdo de lignina e celulose
simultaneamente da origem a producdo de aldeido, cetona e ésteres (Yorgun and Yildiz, 2015).
O 3-hydroxypyridin-2(/ H)-one é um composto organico derivado da Piridona, trata-se de um
s6lido cristalino incolor utilizado para sintese de peptideos. E caracterizado pelo grupo amida
formando estruturas de ligacdo de hidrogénio e um pouco relacionadas com o mecanismo de
emparelhamento de bases encontrada no RNA e DNA (Yang and Craven, 1998). De acordo
com a Medical Subject Headings (MeSH), a 3-hidroxipiridona € capaz de inibir ou retardar as

reacoes de oxidagdo, neutralizando os efeitos prejudiciais da oxida¢do em tecidos vivos. Essa
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acdo antioxidante pode ter contribuido para a alta performance germinativa das sementes,
quando embebidas em EP com grande quantidade desse composto (Figura 5).

D-alose foi o segundo composto encontrado em maior quantidade no EP de eucalipto,
que desencadeou a maior germinagdo das sementes de S. macranthera (Tabela 2, Figura 3).
Esse composto pertence ao grupo dos aldeidos, um dos monossacarideos mais simples de
carboidrato e j4 demonstrou efeito na germinacdo das sementes e crescimento de plantulas
(Kobayashi et al., 2010; Afach et al., 2006). Também inibiu o crescimento da raiz por uma via
independente da hexoquinase e afetou a doenga da mancha bacteriana no arroz, regulando
positivamente genes relacionados a defesa (Kano et al., 2013). A fosforilagao de D-alose em
AG6P em arroz tratado com D-alose foi essencial para induzir defesa com formacdo de lesdo
(Kano et al., 2010). Em ambas Arabidopsis e arroz, genes relacionados a defesa foram regulados
apos tratamento com D-allose (Kano et al 2010, Narusaka et al., 2009).

Encontrado em grande quantidade nos EPs de angico e eucalipto (Figura 6), 1,2,4-
trimetoxibenzeno (1,2,4-TTB) é um tanino derivado de um anel B de procianidina e pode servir
como bom marcador de taninos na planta, solo ou sedimento (Nierop et al., 2006). E encontrado
em dezenas de espécies arbustivas, sendo comercializado como composto em 6leos essenciais
e em florais terapéuticos (Pherobase Database, 2021). Os taninos sdo polimeros fendlicos com
propriedades de defesa vegetal. Eles sdo responsdveis por produzirem toxinas que reduzem o
crescimento e a sobrevivéncia de muitos herbivoros, sendo um repelente alimentar a uma
grande variedade de animais (Taiz and Zeiger, 2013). Dessa forma, uma semente embebida
com certa quantidade desse composto, poderia aumentar suas chances de sobrevivéncia no
campo.

As duas fases de carbonizacdo analisadas no EP de angico apresentaram semelhante
composi¢do quimica, com a maioria de compostos fendlicos. No entanto, os EPs
desencadearam performances germinativa diferentes nas sementes, a depender da dose (Figura
3). (Tetrahydrofuran-2-yl)methanol foi o composto encontrado em maior quantidade no EP de
angico fase 3 (350 °C) em comparacdo com a fase 2 (300 °C) (Figura 7). Tetrahidrofurano
(THF), ou oxolano, ¢ um composto organico com a férmula (CH2)40, classificado como um
éter ciclico (Muller, 2000). O THF € um solvente versatil (Nakawaka et al., 2012).
Recentemente foi utilizado como inibidor de fosfodiesterase (Tang et al., 2021), que sao
enzimas que hidrolisam o AMPc (adenosina monofosfato ciclico, um tipo de mensageiro da
célula) (Conti and Beavo, 2007). A reducdo do nivel de AMPc (decorrente da degradag@o) inibe

a lipolise, isto €, a quebra de lipidios (Ofoe et al., 2022). Senna macranthera possui sementes
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cerosas com uma espessa camada lipidica no tegumento (De Paula et al, 2012). Nesse estudo,
o fato das sementes dessa espécie germinarem pouco (26 %) quando embebidas com o EP com
baixa quantidade de THF (angico F2), mas germinarem mais (73 %) com o EP com quantidades
maiores desse composto (angico F3) pode indicar possivel quebra dessa camada lipidica, que

favoreceu a embebicido e o crescimento da raiz.

5. Conclusao

Senna macranthera apresenta diferentes respostas germinativas dependendo do tipo
de EP (material vegetal), da dose utilizada e da composicao quimica de cada extrato. O efeito
negativo dos extratos aquosos de fumaca na germinagdo das sementes evidencia que mais uma
espécie vegetal da zona neotropical teve seu desenvolvimento afetado pela exposi¢do a fumaca.
No entanto, apesar da reducdo, nenhum dos extratos nas concentracdes testadas inibiram
totalmente a germinacdo de sementes de S. macranthera, indicando ser uma espécie resistente
aos efeitos da exposicdo a fumaca, e, portanto, menos suscetivel a redu¢do nos biomas de
origem quando submetidos ao fogo. A composi¢do quimica dos extratos € decisiva para a
sobrevivéncia das sementes e para a possivel quebra lipidica, e a promocdo da germinacao

desencadeada pelo TFH € um estimulo para estudos futuros.
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Sistema enzimatico antioxidante de sementes de Senna macranthera (DC. ex Collad.)

H.S.Irwin & Barneby apés exposicao ao fogo e fumacas gasosa e liquida
Resumo

Condicdes de estresse durante a germinacdo podem levar a diversas alteracdes metabdlicas,
afetando a germinagdo e a produgdo excessiva de espécies reativas de oxigénio. Nosso objetivo
foi analisar as alteracdes no metabolismo antioxidativo durante a germinacio de sementes de
Senna macranthera ap6s estresse causado pelo fogo, fumagas gasosa (por defumacio) e liquida
(por acido pirolenhoso -PA). Foram realizadas andlises da atividade das enzimas de SOD, APX,
CAT e POX. A metodologia aplicada para APX nao funcionou nesta espécie. A atividade da
SOD apresentou aumento significativo nas sementes apds a exposi¢ao ao PA de eucalipto na
concentracdo 1:75 e exposicao ao fogo. As atividades da CAT e POX foram reduzidas apds
embebicdo em PA de angico (F2- 1:50 e 1:100) e fumaca. A exposi¢do a fumaca gasosa reduziu
a atividade de todas as enzimas antioxidantes, indicando que dos estresses testados, este € mais
prejudicial para germinacdo de S. macranthera. A enzima POX pode atuar como molécula
sinalizadora de estresse da parede celular de S. macranthera, sendo necessdrios mais estudos
nesta linha de pesquisa.

Abstract

Stressful conditions during germination can lead to several metabolic changes, affecting
germination and excessive production of reactive oxygen species. Our objective was to analyze
changes in antioxidant metabolism during Senna macranthera seed germination after stress
caused by fire, gaseous (by smoking) and liquid smoke (by pyroligneous acid -PA). Analyzes
of the activity of SOD, APX, CAT and POX enzymes were carried out. The methodology
applied for APX did not work in this species. SOD activity showed a significant increase in
seeds after exposure to eucalyptus PA at a concentration of 1:75 and exposure to fire. CAT and
POX activities were reduced after soaking in angico PA (F2- 1:50 and 1:100) and smoke.
Exposure to gaseous smoke reduced the activity of all antioxidant enzymes, indicating that of
the stresses tested, this one is more harmful for S. macranthera germination. The POX enzyme
can act as a cell wall stress signaling molecule in S. macranthera, more studies are needed.

1. Introducao

Senna macranthera (DC. ex Collad.) H.S.Irwin & Barneby € uma espécie arbdrea
nativa da Mata Atlantica e Cerrado (Lorenzi, 2021). Arvore de porte médio, pioneira muito ttil
na recuperacio de dreas degradadas e na arborizacio. E considerada uma espécie indicadora de
biodiversidade em planos de manejo. Possui sementes ortodoxas, pequenas € com dorméncia

fisica superada por escarificagdo mecanica ou quimica . A faixa de
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temperatura para a germinacao da S. macranthera esta entre 9 e 39 °C (Cassaro-Silva, 2001) e
uma vez superada a dorméncia, as sementes germinam em até sete dias com mais de 90% de
germinagdo (Ferreira et al., 2004). A rdpida germinacdo € vantajosa uma vez que permite a
colonizacdo da drea em menor tempo e aumenta as vantagens na competicio com outras
espécies (De Luis et al., 2008; Sparg et al., 2005). Sendo assim, espécies cuja germinagdo seja
estimulada pelo fogo (calor danificando o tegumento ou efeitos quimicos da fumaca) possuirao
vantagem sobre as demais no estabelecimento no ambiente apds a ocorréncia de um incéndio.

Seu habitat natural, o Cerrado, é considerado um hotpost de biodiversidade e as
espécies desse ecossistema estdo adaptadas a um regime definido de queima (Miranda et al.,
2010). Porém, a frequéncia e época de ocorréncia do fogo nesse bioma vem sendo ameacado
por incéndios florestais recorrentes (Myers et al., 2000; Silva et al., 2006). Isso resulta em um
desequilibrio entre os episddios de fogo e a recuperagdo da floresta, o que leva a fragmentacao
da paisagem e sua degradacdo (Alcaniz et al., 2018). As as novas clareiras causadas pelos
incéndios no Cerrado geralmente proporcionam mudangas no microclima, com aumento das
flutuagdes didrias de temperatura pos-fogo (Fidelis e Blanco, 2014; Daibes et al., 2018), o que
também pode levar a quebra de dorméncia em algumas espécies (Santana et al., 2013; Daibes
et al., 2017) e mudangas da fitossociologia (Daibes et al., 2018).

A germinacdo das sementes comeca com a absor¢do de dgua e termina com a
emergéncia da raiz priméria (PR) através dos tecidos da semente (Bewley e Black., 2013), e é
uma consequéncia da interagcdo competitiva entre o potencial de crescimento do embrido (EGP)
e a forca mecénica limitante dos tecidos de seu entorno (Zhang et al., 2014). E amplamente
aceito que durante a germinacao da semente tanto o alongamento da PR e o enfraquecimento
da EGP requerem afrouxamento da parede celular por hidrolases de parede e/ou
transglicosilases, um processo referido como um mecanismo enzimatico.

Durante a germinacio diversos processos metabdlicos ocorrem, de forma que pode
haver a geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e radicais livres, como oxigénio
singleto (102), superéxido (O.?) ou radical hidroxila (-OH), e peréxido de hidrogénio (H.0>),
que nao € um radical livre (Bailly, 2019). O peréxido de hidrogénio é considerado  a principal
ERO envolvida na sinalizag@o celular, pois € bastante estavel e em condic¢des celulares e € capaz
de atravessar membranas bioldgicas (Petrov e Van Breusegem, 2012). Embora as EROs tenham
propriedades quimicas distintas, todas elas sdo altamente reativas e podem causar danos a outras
biomoléculas. O estresse oxidativo em geral, ocorre quando ha estresses bidticos e abidticos e

pode levar a morte celular (Demidchik, 2015). No entanto as EROs também sdo reconhecidas
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como importantes intermedidrios de sinalizacdo em uma ampla gama de respostas das plantas
e como reguladores do desenvolvimento (Waszczak et al., 2018; Mittler, 2017).

A germinacdo pés fogo pode ser desencadeada por diferentes mecanismos, sendo o
calor e a fumaca os principais propulsores (Keeley e Fotheringham, 2000; Van Staden et al.,
2000). Os estudos sobre a germinac¢do estimulada pelo fogo concentraram-se no papel do calor
na quebra de dorméncia das sementes (Sweeney, 1956; Mott e McKeon, 1979; Jefferey et al.,
1988; Trabaud e Oustric, 1989a; Trabaud e Oustric, 1989b), e da fumaga estimulando a
germinagdo de sementes e o crescimento das plantulas (Light et al., 2009; Tormo et al., 2014;
Catav et al., 2018). Sendo esta, rica em compostos quimicos (por exemplo, butenolideos e
compostos nitrogenados), substancias conhecidas por estimular a germina¢do em sementes de
espécies de uma ampla gama de familias de plantas de ecossistemas propensos ou nao ao fogo
(Ghebrehiwot et al., 2008; Nelson et al., 2012; Downes et al., 2014; Keeley e Pausas, 2018).
Porém, sua utilizacdo depende de fatores como material vegetal (Ferraz et al., 2013; Stirk et al.,
2016) e concentracdo da solucao (Minorsky, 2000; Arruda et al., 2012), uma vez que a fumaca
também € conhecida por ter um efeito toxico, inibindo a germinagdo em altas concentracoes
(Light et al., 2002).

As plantas possuem um sistema de defesa bem desenvolvido, que envolve a limitagao
da formacdo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) e sua remocao (Alscher et al., 2002).
Nos ultimos anos, muita énfase tem sido dada ao papel das EROs relacionadas na funcdo da
planta, devido ao seu desempenho no controle de processos como crescimento,
desenvolvimento e, principalmente, respostas a estimulos ambientais bidticos e abidticos
(Smirnoff e Arnoud, 2019). Os membros da familia EROs incluem radicais livres, como Oe<; e
OHe, bem como ndo radicais, como H202 e O. As plantas produzem EROs principalmente no
cloroplasto, mitocondrias e peroxissomos (Halliwell, 2006). Os locais secundérios incluem o
reticulo endoplasmdtico, a membrana celular, a parede celular e o apoplasto (Das e
Roychoudhury, 2014). Embora as EROs atuem como mensageiras secunddrias em Vvarios
fendmenos fisiolégicos importantes, elas também induzem dano oxidativo sob vérias condigdes
de estresse ambiental, como salinidade, seca, frio, metais pesados, irradiacdo UV e assim por
diante (Miller et al, 2010). Quando um delicado equilibrio entre producdo e eliminagdo de EROs
¢ interrompido, acontece perturbacdo na homeostase celular normal (Bailly, 2019). O dano
celular se manifesta como a degradacao de biomoléculas como pigmentos, proteinas, lipideos,
carboidratos e DNA, que culmina na morte celular vegetal (Apel e Hirt, 2004; Foyer e Noctor,

2005).



80

As plantas desenvolveram uma maquinaria antioxidante eficiente com duas vias:
componentes enzimaticos (i) como superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbato
peroxidase (APX), e peroxidase (POX); E ndo enziméticos (ii) como 4cido ascérbico (AA),
glutationa reduzida (GSH), a-tocoferol, carotendides, flavonoides entre outros (Das e
Roychoudhury, 2014). Essas duas vias trabalham juntas para eliminar EROs. De acordo com
Jeevan Kumar et al. (2015) os estddios de dessecacao e hidratacdo das sementes exigem que a
producdo e acumulacio de EROs sejam rigorosamente controladas para garantir sua
sobrevivéncia. Dentre as enzimas do sistema antioxidante, a SOD € a primeira a atuar,
realizando a dismutacdo do radical superéxido (O2-) e o peréxido de hidrogénio (H202) (Yao
etal.,2012). Asenzimas de SOD sao produzidas nos cloroplastos, mitocondrias, peroxissomos
e demais células em condi¢des normais e em condi¢des de estresse (Mittler, 2002). Sua atuagdo
nao deve ser avaliada individualmente, tendo em vista que o acimulo de H2O> produzido por
ela € toxico para as células, podendo facilmente permear-se pelas membranas (Meloni et al.,
2003). Portanto, € necessdrio que sua atividade seja sincronizada com a de outras enzimas,
como por exemplo a catalase (CAT) e a peroxidase (POX) que liberaram H2O> através dos
peroxissomos (Smirnoff e Arnoud, 2018), e possuem papel na degradacdo das reservas de
armazenamento e na prote¢ao contra danos causados por espécies reativas de oxigénio (Bailly
et al., 2019).

Diante da baixa quantidade de estudos relacionados ao metabolismo antioxidante de
Senna macrnathera e sua importancia na composicao da flora nativa, alguns questionamentos
se fazem relevantes para melhor entender a ecologia dessa espécie mediante os diferentes
estresses aos quais ela pode ser exposta. Para isso, testamos a germinacdo das sementes de S.
macranthera apés exposicao ao fogo (calor), fumaca gasosa (por defumacgdo) e liquida
(utilizando 4cido pirolenhoso - PA, um subproduto do carvao vegetal), a fim de responder as
seguintes questdes: (1) Como o sistema enzimdtico antioxidante (SEA) das sementes € alterado
apos exposicao ao fogo e a fumaga? (2) Como o SEA das sementes € alterado apds exposi¢ao

ao PA de eucalipto? (3) Como o SEA das sementes € alterado apds exposi¢ao ao PA de angico.

2. Material e métodos

2.1 Procedéncia das sementes
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As sementes de Senna macranthera foram coletadas de duas arvores matrizes no
Campus da Universidade Federal de Vicosa - UFV (20°45'14” S 42°52'54” W), em 2019 pela
Sociedade de Investigacdo Florestal - SIF e doadas ao Departamento de Engenharia Florestal
da UFV. Trés quilos de sementes (cada quilo contendo entre 20 e 28 mil sementes) foram
coletados e armazenados por um ano em sacos de plastico em camara fria a 5 °C no Laboratério
de Andlise de Sementes Florestais da UFV de acordo com até o inicio dos testes.
O teor de 4gua inicial e a viabilidade do lote foram determinados de acordo com as Regras para
Andlise de Sementes Florestais do Brasil - RAS (Brasil, 2013). O desponte lateral para a
quebra de dorméncia das sementes foi adotado no tratamento controle, e o teste de germinagao
realizado com 400 sementes, em quatro repeticdes de 100 sementes cada, ao final de sete dias

a porcentagem de germinacao foi quantificada (Tabela 1).

2.2 Exposicao das sementes ao fogo e fumacas

Cem (100) sementes despontadas foram dispostas em areia na profundidade de cinco
centimetros. Galhos e folhas secas de palmeiras foram utilizados como material combustivel e
o fogo foi aplicado com duracido de 10 minutos com temperatura final de 63.5 °C (Tabela 1).
Para a defumacdo (fumaga gasosa), as sementes foram dispostas em grades no alto de uma
chaminé improvisada em um tambor de ferro. A fumaca gerada no interior deste tambor se deu
pela queima de feno e durou dois minutos com a temperatura final de 64.3 °C (Tabela 1). As
temperaturas foram aferidas com auxilio do termopar digital Minipa MT-600.

O teste de embebicao em fumaca liquida se deu pela utilizacdo de 4cidos pirolenhosos
(PA) de eucalipto (Eucalyptus sp.), e angico (Adenanthera macrocarpa). Foi realizado um
ensaio preliminar com estes PAs, que foram produzidos pela combustao da madeira em mufla
sob quatro temperaturas para eucalipto (100, 200, 300 e 400 °C), e cinco para angico (250, 300,
350,400, 450 °C). As temperaturas foram estabelecidas de acordo com a mudanca de coloracao
do extrato obtido. Os extratos coletados das fumacgas geradas em cada temperatura foram
diluidos em seis proporcoes (1:10, 1:25, 1:50, 1:75, 1:100 e 1:1000). Mereceram atengao o PA
de eucalipto produzido a partir da combustdo da madeira a 200 °C (Fase 2) e os PAs de angico
das Fases 2 e 3 (300 e 350 °C, respectivamente). Quando diluidos na propor¢do de 1 mL de PA
para 50, 75 e 100 mL de dgua destilada, desencadearam mudangas significativas na

performance germinativa das sementes, e portanto escolhidos para este experimento (Tabela 1).



Tabela 1. Identificacdo dos tratamentos testados em sementes de Senna macranthera

TRATAMENTO

Resultados de
bioensaios
preliminares *

Elemento estressante

10

Sementes secas

Embebicdo em dgua
destilada (testemunha)

Fogo em sementes
despontadas enterradas,
posteriormente embebidas
em 4gua destilada

Fumaca em sementes
inteiras, posteriormente
embebidas em dgua
destilada

Embebicdo em PA de
eucalipto F2-1:50

Embebic¢do em PA
eucalipto F2-1:75

Embebicdao em PA
eucalipto F2-1:100

Embebiciao em PA angico
F2-1:50

Embebi¢do em PA angico
F2-1:100

Embebi¢do em PA angico
F3-1:100

96.2 a— Alta %G

73.7b - Alta %G

0 %G

35.0 ¢ - Baixa %G

4.9b - Alto IVG

97.7 a— Alta %G

0.9 ¢ - Baixo IVG

46.2 ¢ - Baixa %G

73.7b - Alta %G

Nenhum - Controle

Nenhum - Controle

Fogo

Fumaca gasosa

Fumaca liquida

Fumaca liquida

Fumaca liquida

Fumaca liquida

Fumaga liquida

Fumaga liquida

82

*G%: porcentagem de raizes emitidas apds sete dias, em condi¢des de laboratério (dados ndo mostrados). IVG:
Indice de Velocidade de Germinagdo (Maguire, 1962)

Letras diferentes nas colunas indicam que ha diferenga entre os tratamentos pelo teste Tukey (p<0.05)

2.3 Ensaios enzimaticos

Na avaliacdo da atividade enzimdtica, apds a aplicacdo do fogo ou fumaga nas

sementes, essas foram desinfestadas com Captan ® (1%) por 2 minutos. Cinquenta sementes

de cada tratamento foram dispostas em placas de Petri com tampa, sobre duas camadas de papel
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filtro especifico para germinagdo, previamente desinfestados por 12h em estufa a 40 °C. As
sementes foram embebidas em dgua destilada ou 4cido pirolenhoso, conforme o tratamento
(Tabela 1) e incubadas em cimara de germinacdo do tipo B.O.D. (Biochemical Oxygen
Demand), com temperatura constante de 25 °C e fotoperiodo de 12h de luz e 12h de escuro.
Ap06s 36 horas foram retirados cotilédones inteiros de 30 sementes, que foram congelados em
nitrogénio liquido, liofilizados e armazenados em freezer (-20°C), até 0 momento das anélises.

Os extratos enzimaticos usados para determinar as atividades da super6xido dismutase
(SOD), do ascorbato peroxidase (APX), da catalase (CAT) e da peroxidase (POX), foram
obtidos pelo método descrito por com adaptacdes. Amostras de 100 mg dos
cotilédones foram pesadas, maceradas e homogeneizadas com 2 mL de tampdo fosfato de
potassio 50 mM, pH 7.8 e 1% (m/v) polyninylpolypyrrolidona (PVPP). Este extrato foi
centrifugado a 14.000 RPM por 20 min a 4 °C e o sobrenadante coletado foi usado como extrato
enzimatico. Todos os procedimentos foram conduzidos a 4 °C.

Atividade da SOD: A atividade da superdxido dismutase foi determinada pelo ensaio
contendo 50 pL do extrato enzimatico bruto e 2,95 mL de um meio de rea¢do constituido de
1500 pL de tampao fosfato 100 mM, pH 7,5, 780 pL de metionina 50 mM, 225 pL de azul de
p-nitro tetrazélio (NBT) 1 mM, 60 uL de EDTA 5 mM, 60 pL de riboflavina 2 uM e 325 pL de
dgua destilada (adaptado de Del Longo et al., 1993). A reacdo foi conduzida a 25 °C em camara
de reacdo sob iluminacdo de uma lampada fluorescente de 15 W. Apds cinco minutos de
exposi¢do a luz, a formazana azul produzida pela fotorredugdao do NBT foi medida a 560 nm.
A leitura obtida em 560 nm foi subtraida da amostra que recebeu iluminagdo (Giannopolitis e
Ries, 1977). O controle foi determinado sob as mesmas condicdes citadas anteriormente, porém
mantendo a rea¢do no escuro. Uma unidade de SOD foi definida como a quantidade da enzima
necessaria para inibir em 50% a fotorreducao do NBT (Beauchamp e Fridovich, 1971).

Atividade da APX: A atividade da ascorbato peroxidase foi determinada pelo ensaio
contendo 50 pL do extrato enzimatico bruto e 2.95 mL de um meio de reagdo constituido de
1900 pL de tampao de fosfato 50 mM, pH 7,8, 200 uL de acido ascorbico 0,25 mM contendo
EDTA 0,1 mM, 100 pL de H202 0,3 mM e 640 pL de 4gua destilada. O decréscimo na
absorbancia a 290 nm, a temperatura de 25 °C, foi medido durante dois minutos com intervalo
de 10 segundos entre cada leitura, sendo a atividade da APX determinada com base na
inclinagd@o da reta apds o inicio da reacdo. A atividade enzimdtica foi calculada utilizando o

coeficiente de extingdo molar de 2,8 mM! em! (Nakano e Asada, 1981). Uma unidade de
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atividade (U) foi definida como a quantidade de enzima necessdria para converter 1 nmol de
substrato em produto por minuto, por mL, nas condi¢des do ensaio.

Atividade da CAT: A atividade da catalase foi determinada pelo ensaio contendo 30
uL do extrato enzimatico bruto e 2970 uL de um meio de reagdo constituido de 1500 pL de
tampao fosfato 50 mM, pH 7,8, 500 pL de H202 0,97 M e 950 de 4dgua destilada pL (

O decréscimo na absorbancia a 240 nm, a temperatura de 25 °C foi medido
durante dois minutos de reacdo a cada 10 s, sendo a atividade da CAT determinada com base
na inclinagdo da reta apds o inicio da reagdo. A atividade enzimadtica foi calculada, utilizando-
se o coeficiente de extingdo molar de 36 mM™! cm’! Uma unidade de
atividade (U) foi definida como a quantidade de enzima necessdria para converter I mmol de
substrato em produto por minuto, por mL, nas condi¢des do ensaio.

Atividade da POX: A atividade da peroxidase de fendis (POX) foi determinada
conforme Aliquotas de 50 pL do extrato foram transferidas para tubos
de ensaio contendo 0.82 mL de tampao fosfato de potdssio 25 mM (pH 6,8), 600 uL de acido
pirogalico 100 mM , 600 pL de H2O2 20 mM e 930 pL de 4gua destilada. A mistura foi incubada
a temperatura ambiente por 1 min e a reacdo foi interrompida pela adi¢do de 0,5 mL de H2SOq4
0,5% (v/v). Em seguida, as leituras foram realizadas a 420 nm e a atividade de POX foi expressa

em nmol purpurogalina g-1 MS min-1.

2.4 Analise dos dados

As atividades enzimdticas foram expressas em atividade especifica (SOD - U SOD
min' mg prot!; APX - nmol ASC min! pg prot'; CAT- mmol H>O, min! pg prot™') e POX-

' ug prot!). A concentracio de proteinas para todas as amostras foi

mmol H>O0; min
determinada pelo método de Bradford (1976), utilizando-se uma curva-padrao construida com
albumina sérica bovina (BSA), de 2,5 a 50ug de proteina. Todas as andlises enzimadticas e de
proteinas de cada tratamento foram repetidas cinco vezes com duas replicatas. A Andlise de
Variancia - ANOVA foi aplicada para comparar as médias de germinagcdo e indice de
velocidade de germinacdo das sementes, calculado de acordo com O teste de

Tukey (p<0,05) foi utilizado para registrar a diferenga entre as médias utilizando o programa

SISVAR 5.6
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3. Resultados

Houve alteragdes enzimdticas em todos os tratamentos, porém em nenhum deles a
metodologia aplicada para andlise da atividade da APX funcionou, de modo que para S.
macranthera a quantificacdo da atividade dessa enzima nao foi possivel com a metodologia
testada. Os estresses causados pela exposicao ao fogo e fumacga gasosa desencadearam nas
sementes diferentes performances do sistema antioxidante (Figura 1). As atividades da SOD
apresentaram aumento significativo apds exposicao ao fogo em sementes enterradas quando
comparadas com o controle e fumacga, enquanto as atividades da CAT reduziram, e as da POX
mantiveram-se estdveis (Figuras 1-A, 1-B e 1-C, respectivamente). Apesar da mesma
temperatura alcancada em ambos os tratamentos utilizando fogo ou fumaca (£65 °C), no caso
de sementes defumadas, houve baixa atividade de todas enzimas testadas, sendo significativas

na CAT e POX (Figura 1).
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Figura 1. Atividades especificas das enzimas: superoxido dismutase (SOD) (A), catalase (CAT)
(B) e peroxidase (POX) (C) em cotilédones de sementes de Senna macranthera durante o
periodo de germinagdo, sob efeito da exposi¢ao ao fogo e fumaga. * diferenca significativa
entre os tratamentos pelo teste Tukey (p<0,05), n=4+sd
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No caso das sementes embebidas com dcido pirolenhoso de eucalipto, as atividades da
SOD variaram principalmente com a concentracdo do extrato, apresentando aumento
significativo apés PA de eucalipto na concentracdo 1:75 (Figura 2-A). Por outro lado, as

atividades da CAT e POX mantiveram-se estdveis independente da dose (Figuras 2-B e 2-C,

respectivamente).
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Figura 2. Atividades especificas das enzimas: superoxido dismutase (SOD) (A), catalase (CAT)

(B) e peroxidase (POX) (C) em cotilédones de sementes de Senna macranthera durante o
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periodo de germinagdo, apds embebicao em &4cido pirolenhoso de eucalipto em diferentes

concentracdes. * diferenca significativa entre os tratamentos pelo teste Tukey (p<0,05), n=4+sd

As atividades do sistema antioxidante das sementes apds embebi¢do com 4cido
pirolenhoso de angico também dependeram da concentrag@o do extrato. As atividades de SOD
foram semelhantes nas sementes expostas ao PA de angico nas duas fases de carbonizacdo
(Figura 3-A). Por outro lado, as atividades da CAT reduziram nas sementes embebidas com o
PA mais concentrado (1:50) (Figura 3-B). E as da POX aumentaram apds angico da fase 3 e

reduziram apds o da fase 2 nas duas concentragdes (Figuras 3-C).
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Figura 3. Atividades especificas das enzimas: superoxido dismutase (SOD) (A), catalase (CAT)
(B) e peroxidase (POX) (C) em cotilédones de sementes de Senna macranthera durante o
periodo de germinacido, sob efeito da exposig¢ao ao 4cido pirolenhoso de angico em duas fases
de carbonizagdo. * diferenca significativa entre os tratamentos pelo teste Tukey (p<0,05),

n=4+sd

De um modo geral, quando comparamos todos os tratamentos juntos, os maiores
valores de atividade da SOD ocorreram nas sementes submetidas ao fogo ou embebidas em PA
de eucalipto (Tabela 2). Os demais tratamentos apresentaram decréscimo nessa atividade
(Tabela 2). A maior atividade da CAT também ocorreu nas sementes embebidas em PA de
eucalipto, no entanto isso variou com a concentracdo utilizada, sendo maior na de 1:100 e
reduzindo nas de 1:75 e 1:50 (Tabela 2). Sementes defumadas ou embebidas em PA de angico
da fase 2 apresentaram as menores atividades de CAT e POX (Tabela 2). Porém, sementes
embebidas em PA de angico da fase de 350°C na concentracdo de 1:100 apresentaram maior

atividade de POX (Tabela 2).

Tabela 2. Analise do sistema enzimatico antioxidante de sementes de Senna macranthera
submetidas a tratamentos com fogo e fumacas

TRATAMENTO G (%) SOD CAT POX

Sementes secas Oc 137,99 b 3,40 bc 35,73 ab
Controle 96.2 a 161,18 b 5,06 a 30,56 b
Fogo em sementes enterradas 73.7 a 284.77 a 2,36 cd 36,52 ab
Fumaca Oc 151,96 b Oe 5,29 ¢
Eucalipto F2-50 35.0b 130,17 b 3,86 bc 29,89 b
Eucalipto F2-175 85.0a 332,22 a 3,45 be 38,92 ab
Eucalipto F2-100 97.7 a 137,68 b 4,18 a 34,02 b
Angico F2-50 26.2b 164,11 b 0,89 de 14,06 c
Angico F2-100 46.2 b 143,18 b 3,40 be 26,61b
Angico F3-100 73.7 a 147,70 b 4,25 a 48,00 a

Letras iguais na coluna identificam que nao houve diferenca significativa entre os tratamentos pelo teste Tukey
(p<0,05).
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4. Discussao

Os incéndios florestais destroem milhares de hectares de florestas do Cerrado todos os
anos, e sua recuperacdo ¢é lenta e desuniforme ).
Compreender os processos fisioldgicos e bioquimicos envolvidos na dindmica da recuperagdo
de plantas piroendémicas ap6s episddios de incéndios, pode auxiliar em planos silviculturais de
espécies de interesse. Ao compararmos a performance germinativa das sementes de Senna
macranthera em cada tratamento testado, percebemos que as alteracdes enzimadticas nas
linhas de defesa aos danos oxidativos seguem um padrao de degradacdo . Pois os tratamentos
utilizando fogo e embebicdo em 4cidos pirolenhosos que foram menos prejudiciais as sementes
do que a fumaca gasosa, foram também os que desencadearam as maiores atividades de SOD,
CAT e POX (Tabela 2). Esse estudo revelou que a maquinaria antioxidante de S. macranthera
responde ao estresse de calor, mas s responderd ao estresse da fumaga quando essa for liquida.
Apesar da mesma temperatura alcancada em ambos os tratamentos (+65°C) com fogo e fumaca,
quando defumadas, as sementes apresentaram baixissima ou nenhuma atividade enzimatica
antioxidante (Tabela 2). Indicando que para a espécie S. macranthera a exposi¢do a fumaca
gasosa € muito mais prejudicial para germinacdo das sementes do que o calor e/ou compostos
quimicos da fumaca liquida.

Ambientes incendiados apresentam baixa oxigenacao, sobretudo onde hd mais fumaca
(Fidelis e Blanco, 2014; Daibes et al., 2018), e no caso deste estudo, a anoxia, € nao a
temperatura, pode ter sido o motivo da morte das sementes. A redu¢do do oxigénio prejudica a
respiragdo e desencadeia uma série de processos que culminardo na morte celular. No caso das
sementes defumadas, a exposi¢do a fumaca reduziu seu conteido de dgua em pelo menos 6%
(Apéndice A). Ao iniciarem a germinagdo nestas condi¢des, as sementes podem sofrer por
danos de embebicao, caracterizado por perdas irrepardveis ao sistema de membranas, o que leva
a lixiviacdo de conteudos celulares, afetando negativamente a germinagdo (Prodanovic et al.,
2007). Quando a estrutura semipermedvel da parede celular é destruida, isso resulta em dano a
expansdo celular. As paredes celulares primdrias sd3o compostas principalmente por
microfibrilas, hemiceluloses, pectinas e proteinas estruturais (Velasquez et al., 2011; Nguema-
Onaetal., 2014; Xiong et al., 2015). As EROs podem contribuir para o afrouxamento da parede
celular, e acredita-se que esse mecanismo seja causado pela reticulacdo dos seus componentes

(Kim et al., 2014). Niveis moderados de H2O2 sdo necessdrios para o crescimento da raiz, porém
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em altos niveis inibe a expansdo celular e pode ser diretamente téxico, oxidando DNA,
proteinas e metabdlitos (Tenhaken, 2015; Kirkonen & Kuchitsu, 2015).

Neste estudo, as atividades da SOD foram maiores nas sementes do controle e nos
tratamentos com alta performance germinativa (fogo e PA de eucalipto). E foram reduzindo a
medida que o estresse ficou mais letal (fumaca e PAs nas concentragdes de 1:75 e 1:50) (Tabela
2). Devido a maior atividade da SOD, espera-se que haja maior concentracao de EROs, essa
condi¢do se torna apropriada para os melhores resultados de germinacdo observados, uma vez
que o envolvimento das EROs na regulacdo da germinacio de sementes se da pela carbonilacdo
de proteinas que auxiliam na quebra da dorméncia (Oracz et al., 2007). Ou seja, ha presenca
de EROs como janela oxidativa para germinacdo, porém seu excesso, que € prejudicial a célula,
€ controlado pela a¢do da SOD. De acordo com Wojtyla et al. (2006) o aumento da atividade
de SOD e dos niveis de EROs celular estdo envolvidos em muitas etapas da vida das plantas,
incluindo a germinagdo e o desenvolvimento. De acordo com pesquisas relacionadas a
germinagdo em condicdes de estresse, as enzimas antioxidantes sdo ativadas apenas quando o
nivel de EROs excede um determinado valor, a fim de manter a homeostase ERO dentro da
janela oxidativa para germinacgdo (Bally, 2019). Quando as sementes germinam em condi¢des
de estresse, hd uma correlacdo positiva entre a capacidade de eliminacdo de ERO por meio de
sistemas antioxidantes, como a SOD, e a taxa de germinacdo. Pesquisas com sementes em
condi¢des de estresse demonstraram que as atividades das enzimas antioxidantes das sementes
aumentam em resposta a altas temperatura (Liu et al., 2019) e estresse hidrico (Zhou et al.,
2018), baixa temperatura (Luo et al., 2019), estresse salino (Guzmam-Murillo, 2013) ou agentes
mutagénicos (Zhang, et al., 2018). Um estudo realizado com sementes de Jatropha curcas
revelou que o aumento da atividade da SOD foi um dos mecanismos para evitar o estresse
oxidativo durante a germinacao E em sementes de Ceiba pentandra, a
atividade da SOD pode ser desencadeada tanto pelo aumento na produgdo de EROs quanto
contra danos oxidativos ( No caso do calor provocado pelo fogo, o aumento
de temperatura ajuda no rompimento do tegumento das sementes dormentes, facilitando a
entrada de 4gua e promovendo a germinagao ( . Embora neste estudo as
sementes do tratamento com fogo ndo estivessem dormentes, a exposi¢ao ao estresse até certo
ponto pode ter sido necessdria para ativacao da enzima de defesa. No caso de S. macranthera,
uma arvore nativa de ambiente suscetivel a incéndios florestais (Lorenzi, 2021), a alta atividade
de SOD pode indicar que essa espécie se defende dos efeitos do calor e fumaca liquida, portanto

pode ser menos suscetivel a reducao nos biomas de origem quando submetidos ao fogo.
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O sistema antioxidante funcionou bem nas sementes embebidas com PA de eucalipto
(Figuras 2). O PA tem uma quimica complexa, e é notavelmente rico em compostos bioativos
como fendis, derivados de agucar, dlcoois, alcanos e 4cidos organicos com &4cido acético
respondendo por 50% da solugdo (Grewal et al., 2018; Mathew e Zakaria, 2015; Crepier et al.,
2018). Além disso, o PA contém um composto biologicamente ativo chamado butendlido, que
pertence a um novo grupo de reguladores de crescimento recentemente conhecido como
carriquindlideo ou karrinkins (Flematti et al., 2009; Chiwochaet al., 2009). Esses reguladores
encontrados em PA j4 foram relatados por estimular a germinacdo de sementes, crescimento e
desenvolvimento de mudas, e seu mecanismo de sinaliza¢do (Ofoe et al., 2022; Dixon et al.,
2009; Umehara et al., 2008). Assim, o uso de PA pode melhorar crescimento e
desenvolvimento, logo a germinagdo, por ser um subproduto ambientalmente sustentdvel da
pirdlise pode ser utilizado como primimg em germinagdo de sementes, podendo mitigar acoes
do estresse ambiental (Wang et al., 2019; Liu et al., 2021).

O PA utilizado neste estudo tem em sua composicdo grandes quantidades de D-alose
e hidroxypiridona, que podem ter sido os responsaveis pela germinacdo das sementes de S.
macranthera (Bastos et al., 2023 no prelo). Corroborando com pesquisas que indicam que 0s
compostos nitrogenados resultantes da combustdo de biomassa podem ter um papel na
germinacdo de plantas com comportamento regenerativo estimulado pela fumaca liquida
(Flematti et al., 2011, Downes et al., 2014). D-alose ja demonstrou efeito na germinagao das
sementes e crescimento de plantulas (Kobayashi et al., 2010; Afach et al., 2006). Portanto,
percebe-se que a composicdo do PA € ampla e seus compostos podem agir estimulando a
germinagdo, e em determinadas concentracdes inibindo-a. Um mecanismo de estimulacio se
relaciona a presenca de dlcoois no PA, este composto ja foi relacionado a ativagdo  do ciclo
de Krebs e a glicolise para geracao de energia durante a germinacdo e emergéncia de sementes
(Miyoshi e Sato, 1997). Afetando positivamente o alongamento do hipocétilo e da raiz, volume
de raizes e massa fresca total de mudas de tomate preparado com PA em comparacdo com o
controle (Ofoe et al., 2022; Ghebrehiwot et al., 2008). Estes mesmos autores relataram que o
condicionamento fisiologico de sementes de Eragrostis tef (Zucc.) com &4gua-fumaca na
concentracdo de 1:500 por 48 h aumentou a embebigdo e facilitou a germinagdo das sementes.

De forma oposta, o PA inibiu o crescimento da raiz por uma via independente da
hexoquinase e afetou a doenga da mancha bacteriana em Oriza sativa, regulando positivamente
genes relacionados a defesa (Kano et al., 2013). Em ambas Arabidopsis e O. sativa, genes

relacionados a defesa foram regulados apds tratamento com D-alose (Kano et al 2010, Narusaka
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et al., 2009). A hidroxipiridona € capaz de inibir ou retardar as reacOes de oxidagdo,
neutralizando os efeitos prejudiciais da oxidag@o em tecidos vivos (Medical Subject Headings).
Ambos os compostos encontrados no PA de eucalipto possuem a¢do antioxidante e podem ter
refletido na alta atividade da SOD, CAT e POX das sementes desse tratamento. Além disso,
esses resultados superiores de germinacdo podem estar associados ndo s6 aos compostos
nitrogenados, mas ao estresse em si causado por estes tratamentos, pois a maior geracio de
ERO afeta diretamente os polissacarideos da parede celular e promove o alongamento das
células em sementes em germinacdo. S3o considerados agentes de afrouxamento da parede
celular vegetal que pode clivar diretamente polissacarideos de parede (Bally, 2019).

Por outro lado, o PA de angico, principalmente da fase 2 (300 °C), foi o que
desencadeou as menores atividades do sistema enzimdtico antioxidante (Figura 3). As baixas
atividades da CAT e POX nesta fase de carbonizacdo pode indicar prejuizo no mecanismo de
defesa das sementes ao compostos deletérios do extrato. Este comportamento negativo em
relacdo ao PA e a germinagdo pode estar relacionado a concentragdo do PA e os componentes
quimicos, que apesar de serem estimulantes a germinacao, a depender do composto pode inibi-
la. Um estudo protedmico realizado por Wang et al. (2019), mostrou que o condicionamento
de sementes com 1:900 (v/v) de PA desencadeou desidratacdo e mecanismos de defesa na raiz
de mudas de trigo. O PA de angico, utilizado neste estudo, possui grandes quantidades de
compostos fendlicos ), que atuam na sua maioria como inibidores
de crescimento vegetal de forma que a composi¢do e concentragdo do PA
pode afetar também negativamente a germinagdo e o sistema antioxidante, como as enzimas do
metabolismo antioxidante. A catalase é a enzima antioxidante mais eficaz na prevencdo de
danos celulares e, portanto, no aumento da resisténcia ao envelhecimento precoce (Zhang et al.,
2004). Assim, o menor nivel de atividade da catalase observado nas sementes tratadas com PA
de angico mais concentrado (1:50) pode ser devido a redugdo da capacidade de hidrolise das
reservas de armazenamento do endosperma das sementes, embebidos com grande quantidade
de compostos fendlicos, o que reduziria a germinagdo das sementes, evidenciando os efeitos do
estresse.

As atividades da POX nas diferentes fases de carbonizacdo do PA de angico (Figura 3
C), também podem ter sido influenciadas pela composicao do extrato. (Tetrahydrofuran-2-yl)
methanol foi o composto encontrado em maior quantidade no PA de angico fase 3 (350 °C) em
comparacdo com a fase 2 (300 °C) . Tetrahidrofurano (THF),

recentemente foi utilizado como inibidor de fosfodiesterase (Tang et al., 2021), que sdo enzimas
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que hidrolisam o AMPc (adenosina monofosfato ciclico, um tipo de mensageiro da célula)
(Conti e Beavo, 2007). A reducdo do nivel de AMPc (decorrente da degradacio) inibe a lipdlise,
isto é, a quebra de lipidios (Curi et al., 2001). Senna macranthera possui sementes cerosas com
uma espessa camada lipidica no tegumento (De Paula et al, 2012). Nesse estudo, o fato das
sementes dessa espécie apresentarem baixa atividade de POX (14 - 26) quando embebidas com
o PA com baixa quantidade de THF (angico F2), mas aumentarem a atividade da POX (46)
com o PA com quantidades maiores desse composto (angico F3) pode indicar que a quebra
dessa camada lipidica, que favoreceu a embebic¢ao e o crescimento da raiz promovido pelo THF,
pode ter refletido a alta atividade da POX. A peroxidacao lipidica resulta em uma variedade de
espécies eletrofilas reativas, que s@o moléculas sinalizadoras E
possivel que a enzima POX esteja localizada na parede celular das sementes de S. macranthera,

J4 que sua atividade aumentou quando houve perda de lipideos nessa estrutura, funcionando

como sinalizadora de estresse nesta espécie.

5. Conclusao

Neste estudo fica revelado que, a resisténcia das sementes de S. macranthera aos
estresses testados segue uma ordem de degradacdo, com tolerancia ao calor e a embebicdo em
acidos pirolenhosos. A exposi¢do a fumacga gasosa por dois minutos leva as sementes a um
severo estresse oxidativo, no qual apenas a SOD, a primeira linha de defesa, € manifestada. Dos
estresses testados, a defumacao € a mais prejudicial no metabolismo e func¢des de sinalizagdo
antioxidante de sementes de S. macranthera. Em comparacdo com o controle, as sementes
tratadas com fogo e PAs de eucalipto e angico da fase 3 exibem aumento da atividade das
principais enzimas antioxidantes, como SOD, CAT e POX, resultando em niveis reduzidos de
peroxido de hidrogénio e peroxidase lipidica, mostrando que os extratos pirolenhosos podem
ajudar a regular a homeostase redox. Com relacdo a atuacdo da POX como molécula

sinalizadora de estresse da parede celular de S. macranthera, mais estudos sdo necessarios.
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CONCLUSAO GERAL

Os gatilhos de incéndio florestal que podem levar a quebra de dorméncia de sementes
de Senna macranthera sdo o calor do fogo e a fumaca liquida, ndo concentrada. No entanto,
essa espécie apresenta respostas germinativas diferentes a depender do tipo de gatilho (calor ou
fumaca) e das condi¢des do incéndio (tempo de exposi¢cdo e temperatura, por exemplo). Apesar
de S. macranthera, quando dormente, apresentar baixa germinac¢do sob fumaga liquida, a
resisténcia a esse estresse indica que a composi¢ao quimica dos extratos € decisiva para a
sobrevivéncia das sementes. A promoc¢do da germinagdo através da quebra lipidica da parede
celular das sementes pode ter sido desencadeada pelo composto TFH, em extratos pirolenhosos
(EP) de angico. E a Hidroxipiridona e D-Alose podem ter contribuido para a protecdo
antioxidante nas sementes embebidas em extrato de eucalipto. A embebicdo  nesses extratos
aumenta a atividade das principais enzimas antioxidantes, como SOD, CAT e POX, resultando
em niveis reduzidos de peréxido de hidrogénio e peroxidase lipidica, mostrando que os extratos
pirolenhosos podem ajudar a regular a homeostase redox.

Senna macranthera € uma espécie resistente aos efeitos da exposi¢cao do calor (~90
°C) e fumaca liquida, e, portanto, menos suscetivel a reducdo nos biomas de origem quando
submetidos ao fogo. Entretanto, a exposi¢do dessa espécie a fumaca gasosa por dois minutos
leva as sementes a um severo estresse oxidativo, prejudicando o metabolismo e funcdes de
sinalizacdo antioxidante, causado por danos de embebicdo. Visando a propagacdo da espécie,
este trabalho indica o uso de extrato pirolenhoso de eucalipto (carbonizado a 200 °C) e de
angico (carbonizado a 350 °C) no tratamento de sementes de S. macranthera nas concentragoes
de 1:75 e 1:100, como prética silvicultural, com a finalidade de aumentar sua resisténcia
antioxidante. Do ponto de vista fisioldgico, € possivel que a POX atue na parede celular das
sementes reduzindo perdxido, sinalizando dano oxidativo e removendo espécies reativas de

oxigénio. E estudos nessa drea sdo encorajados.
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APENDICE A - BIOENSAIOS PRELIMINARES PARA ANALISE DA )
GERMINACAO DE SEMENTES DE Senna macranthera (FEDEGOSO) APOS
EXPOSICAO A EXTRATOS PIROLENHOSOS

Preparacio do extrato pirolenhoso (EP)

A carboniza¢do da madeira de eucalipto e angico para elaboragdo dos extratos foi
realizada de acordo com as recomendagdes do Laboratério de Painéis e Energia da Madeira —
LAPEM da UFV, através da pirdlise em mufla, utilizando um condensador acoplado a
kitassatos para recuperacdo dos gases condensdveis (extrato pirolenhoso). Apds a coleta, os
extratos foram diluidos em dgua e embebidos pelas sementes de fedegoso através de dois

métodos, aplicando-se teste de germina¢do em seguida, conforme descrito mais adiante.

Caracterizacao das madeiras

Trés arvores de Eucalyptus spp. cultivadas em espacamento de 3 x 2 m, com 7 anos de
idade, na cidade de Vigcosa-MG, foram seccionadas em toretes de 30 cm de comprimento e
divididas em classes de diametros de 6, 10 e 14 (£2) cm. Os toretes foram levados para o
Laboratério de Painéis e Energia da Madeira - LAPEM da Universidade Federal de Vicosa -
UFV, onde retirou-se quatro discos de 2,5 cm de espessura, seccionados em quatro cunhas
opostas e em seguida pesados e levados a estufa de secagem a temperatura de 103 +2 °C, até
massa constante, para determinar o teor de umidade inicial. A densidade bdsica da madeira foi
determinada pelo método de imersdo em dgua, de acordo com a norma NBR 11941 (

).

A madeira de angico foi recuperada ap6s uma forte chuva que aconteceu no campus

da UFV em 2019. O reaproveitamento foi realizado cortando-se a madeira em toretes em

dimensdes idénticas a do eucalipto para posterior carboniza¢do em mufla.

Pirdlise da madeira em mufla

As carbonizacdes das madeiras foram realizadas em forno elétrico do tipo mufla,
modelo GP Cientifica-2000, com controle manual de temperatura. Utilizaram-se amostras de
toras de madeira com 30 cm de comprimento, inseridas em um recipiente de aco inoxidavel

com dimensoes nominais de 0,430 x 0,160 x 0,160 m.
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A temperatura final e taxa de aquecimento da mufla foram respectivamente, 400 °C a
1,66 °C min’!. Estabeleceu-se que a carbonizacdo fosse finalizada 60 min apds todos os
termopares atingirem a temperatura de 400 °C para eucalipto e 450 °C (descrito mais adiante).
O monitoramento e medidas das temperaturas foram realizados manualmente, em intervalos de

10 minutos.

Forno elétrico Termopares
Superficial (raio/2)/2 ¢
Intermedidrio mio/2 |
Central raio
Leitor

I Balanga . (_ Temperatura

Figura 1. Layout do sistema de carboniza¢do da madeira e acompanhamento da temperatura.

Recuperacao dos gases condensaveis

Na saida da mufla foi conectado um sistema de recuperagcdo dos gases condensaveis
utilizando um condensador tubular resfriado a dgua e acoplado aos 2 recipientes de coleta,
denominados condensadores (kitassatos). Os gases condensdveis gerados durante a
carbonizacdo da madeira foram coletados e quantificados por fase. Cada fase foi caracterizada

por um intervalo de temperatura, como indicado anteriormente.

Forno elétrico

Termopares

Y

Balanga
Pré-lavagem
T GasBoard
Caixa de isopor com gelo
T ' ' ~ I
s '\——" T—u el .l - .,l e
( 11 ||: " .-H. 'l .-I
Condensadores Agua Alcool

Figura 2. Sistema de recuperagdo dos gases condensaveis.
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Ap6s a recuperacdo do extrato, o mesmo ficou estagnado por 6 meses para decantagdo
do alcatrdo, que € extremamente toxico, € em recipiente vedado e escuro, para que as

substancias do extrato ndo reagissem com a luz e se precipitassem.

PRE-TESTE 1

O primeiro pré-teste realizado dia 19/11/2019 com a espécie florestal nativa da mata
atlantica fedegoso (S. macranthera), foi realizado com o objetivo de testar trés concentracdes
de extrato pirolenhoso de eucalipto em quatro fases de carboniza¢cdo de madeira na germinagao

das sementes.

As 4 fases de carbonizacdo correspondem as seguintes temperaturas:

1) Fase 1 (F1): endotérmica - secagem (25-100°C), onde ocorre a secagem da
madeira e retirada da dgua livre.

(i1) Fase 2 (F2): endotérmica - decomposi¢do primdria (101-200°C), onde ocorre a
degradacdo da hemicelulose.

(iii))  Fase 3 (F3): exotérmica - decomposicdo secundaria (201-300°C), onde ocorre a
degradacao da celulose.

(iv)  Fase 4 (F4): exotérmica - fixacdo de carbono (301-400°C), onde ocorre a

degradacao da lignina, mais celulose e fixa¢do do carbono.

Preparacdo das concentracdes de EP e Quebras de dorméncia das sementes

Os extratos obtidos em cada fase de carbonizagdo (F1, F2, F3 e F4) foram diluidos em
dgua deionizada nas propor¢des de 1:10, 1:100 e 1:1000 (v/v). As solucdes foram
acondicionados em recipientes de vidro, identificados e guardados na geladeira com
temperatura constante de 5 °C.

As sementes foram submetidas a quebra de dorméncia de acordo com a Instrucao
Normativa de 2013 do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento
adaptada, trocando-se o hipoclorito de s6dio (NaClO) por dcido sulftirico concentrado (H2SOs4),

durante 20 minutos, sob agitacdo constante. Em seguida, foram lavadas por trés vezes em dgua
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corrente e colocadas para secar sobre papel toalha por 30 minutos. Todas as sementes foram

colocadas em solucao de Captan® (0,5%) antes do teste de germinagdo, por 60s.

Teste de germinacio

O teste de germinacdo foi conduzido em placas de Petri transparente de 9 cm de
didmetro com tampa e semeadura sobre duas folhas de papel germitest®, previamente
desinfestado em estufa a 70 °C por 3 horas. Em seguida, os substratos foram umedecidos com
3 ml da diluicdo ou com 4gua destilada (controle). As placas foram mantidas em camaras de
germinacdo a temperatura de 25 °C (£ 2 °C) com fotoperiodo de 12 h de luz e 12 h de escuro

O reumedecimento foi realizado com 4gua destilada, quando necessario. As
avaliacdes foram didrias, sendo consideradas germinadas as sementes que tiverem protrusdo da

raiz primdria. O tempo final do teste de germinacao foi de 10 dias

Analise estatistica

As seguintes varidveis foram calculadas ao final do teste de germinacdo: Germinagdo
Total (G%), Tempo Médio de Germinacdo (TMG) e Indice de Velocidade de Germinagao
(IVG). O 1VG ¢ a soma de sementes germinadas (Gi) na primeira, segunda e dltima contagem
dividida pelo ndmero de dias (Di) apdés a semeadura na primeira, segunda e dltima contagem:
IVG=G1/D1+G2/D2...+G10/ D10 (Maguire, 1962).

O delineamento foi inteiramente casualizado com cinco repeti¢des de 20 sementes para
em cada tratamento. Os tratamentos foram distribuidos em esquema fatorial 4x4, sendo quatro
extratos provenientes das quatro fases de carbonizacdo (F1, F2, F3 e F4) testados nas
concentracdes 1:10; 1:100; 1:1000 e o tratamento controle (dgua destilada). As varidveis de
germinacdo total, tempo médio e indice de velocidade de germinacdo foram analisadas e
submetidas ao teste de homogeneidade e normalidade dos dados pelo teste Shapiro-Wilk e
aplicada andlise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste Tukey (p<0,05) para comparacao

das médias. Os dados foram analisados em software Sisvar ( ).

RESULTADOS

A concentracdo de 1:10 a partir da fase 2 inibiu a germinacdo de sementes de fedegoso

(Figura 3).
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Germinacao de Senna macranthera sob diferentes
fases de carbonizacao e concentracoes de EP de
eucalipto

Figura 3. Germinagcdo de Senna macranthera sob diferentes fases de carbonizagcdo e

concentracdes de extrato pirolenhoso de eucalipto.

O tratamento com EP na concentragdo de 1:100 estimulou a germinacdo de sementes

nas fases 1, 2 e 4 (Figura 4).
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Figura 4. Germinagcdo de Senna macranthera sob diferentes fases de carbonizagcdo na

concentracdo de 1:100 de extrato pirolenhoso de eucalipto.
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O tratamento com EP na concentracio de 1:1000 estimulou a germinagdo de sementes

em todas as fases de carbonizacio (Figura 5)
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Figura 5. Germinag¢do de Senna macranthera sob diferentes fases de carboniza¢do na

concentracdo de 1:1000 de extrato pirolenhoso de eucalipto.

Seis dias pode ser considerado o tempo final de germinagao para fedegoso. Os extratos
nas fases 1 e 2 ndo reduziram o tempo de germinagdo, no entanto os EPs das fases finais de
carbonizacdo (F3 e F4) inibiram o tempo da germinacio de sementes em todas as concentracdes

testadas (Figura 6).
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Figura 6. Tempo médio de germinacdo de Senna macranthera sob diferentes fases de

carbonizacdo e concentragdes de extrato pirolenhoso de eucalipto.

No tratamento F3 1:100 a velocidade de germinacdo (IVG) foi a menor (Figura 7).
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Figura 7. Indice de velocidade de germinacio de Senna macranthera sob diferentes fases de

carbonizacdo e concentragdes de extrato pirolenhoso de eucalipto.

PRE-TESTE 2
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O segundo pré-teste foi realizado no dia 9/12/2019 com objetivo de investigar a
germinacdo de sementes de fedegoso nas quatro fases de carbonizacdo de eucalipto, produzindo
0s extratos nas concentracdes ja citadas, sendo a concentracio de 1:10 utilizada somente na F1.

A diferenca desse teste para o primeiro € que o reumedecimento das sementes nao foi
feito com dgua destilada, e sim com o préprio extrato, trocando-se o papel germitest a cada

nova aplicacdo das solugdes, quando necessario.
RESULTADOS

O reumedecimento com extrato de eucalipto ndo inibiu a germinagdo de sementes de

fedegoso (figura 8).
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Figura 8. Germinacdo de Senna macranthera sob diferentes fases de carbonizacdo e

concentracdes de extrato pirolenhoso de eucalipto, reumedecedidas com o préprio extrato.

No entanto, reduziu a velocidade de germinacdo na concentracdo de 1:100 em todas

as fases testadas. (Figura 9)
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Figura 9. Indice de velocidade de germinacio de Senna macranthera sob diferentes fases de
carbonizacdo e concentragdes de extrato pirolenhoso de eucalipto, reumedecedidas com o

préprio extrato.
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O reumedecimento das amostras com EP de eucalipto reduziu o tempo médio de

germinagdo na maioria dos tratamentos testados (Figura 10).
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Figura 10. Tempo médio de germinacdo de Senna macranthera sob diferentes fases de
carbonizacdo e concentracdes de extrato pirolenhoso de eucalipto, reumedecedidas com o

proprio extrato.

PRE-TESTE 3

O terceiro pré-teste foi realizado no dia 15/01/2020 com o objetivo de investigar se o
tegumento restringia a embebicdo de algum inibidor do extrato pirolenhoso de eucalipto para a

germinacdo de sementes.
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Os extratos foram produzidos a partir das quatro fases de carbonizacdo em

concentracdes diferentes das anteriores, sdo elas: 1:25, 1:50 e 1:75, e repetimos a 1:100.

Quebra de dorméncia e embebicio do EP pelas sementes

As sementes foram submetidas a quebra de dorméncia por meio de desponte lateral

Em seguida, foram imersas em béqueres contendo os tratamentos e submetidas

a vacuo na pressdo 5 MPa por 30 minutos. Apds o vacuo, foram deixadas nas solucdes por 10

minutos. Todas as sementes foram colocadas em solucdo de Captan® (0,5%) antes do teste de
germinacao, por 60s.

O delineamento experimental foi feito conforme os anteriores, e o reumedecimento foi

feito com dgua destilada quando necessario.

RESULTADOS

O EP produzido a partir da carbonizagdo da madeira de eucalipto em 200°C (F2),
somente quando mais concentrado (F21:50), inibiu a germinagao das sementes de fedegoso
(Figura 5 e Tabela 2). No entanto, em todas as concentragdes testadas, o IVG foi reduzido apds
embebicdo das sementes neste EP (Tabela 2 e Figura 6). Na Fase 2 de carbonizacgao (200 °C) a
germinagdo das sementes foi inibida na concentragdo de 1:25, no entanto 0 mesmo nao ocorreu
nas F3 e F4. Portanto, o teste nessa concentracao foi descartado.

O EP na concentracdo de 1:50 reduziu a germinacdo de sementes a partir da fase 3 de

carbonizacdo (Figura 11).
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Figura 11. Germinacao de Senna macranthera sob diferentes fases de carbonizagdo de extrato
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pirolenhoso de eucalipto, submetidas a vacuo.

A concentra¢do de 1:75 ndo inibiu a germinagdo de sementes, mas reduziu na F2

(Figura 12).
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Figura 12. Germinacao de Senna macranthera sob diferentes fases de carbonizag¢do de extrato

pirolenhoso de eucalipto, submetidas a vacuo.
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Na concentracdo de 1:100 as sementes foram tratadas com hipoclorito por 1 minuto,
entretanto os fungos apareceram nos tratamentos F3 e F4. Contudo, a alta germinabilidade nos

tratamentos F1 e F2 mostram que as sementes suportam o extrato mesmo no vacuo (Figura 13).
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Figura 13. Germinacgdo de Senna macranthera sob diferentes fases de carbonizacio de extrato

pirolenhoso de eucalipto, submetidas a vicuo.

A velocidade de germinagdo em todas as concentragdes foi reduzida com o tratamento

com extrato a vacuo, exceto na fase 1 em 1:75 (Figura 14).
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Figura 14. Indice de Velocidade de Germinacio de Senna macranthera sob diferentes fases de

carbonizacdo e concentragdes de extrato pirolenhoso de eucalipto, submetidas a véacuo.

O tempo médio de germinag@o aumentou a partir da Fase 2 de carbonizagdo para todas

as concentragdes testadas (Figura 15).
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Figura 15. Germinacao de Senna macranthera sob diferentes fases de carbonizagdo de extrato

pirolenhoso de eucalipto, submetidas a vicuo.

PRE-TESTE 4

O quarto pré-teste foi realizado dia 13/07/2020 a fim de testar o EP de angico,
produzido em cinco fases de carbonizagdo com intervalos a cada 50 °C apds a decomposi¢ao

primdria, devido a observacao de mudanca de coloragdao do EP obtido.

As cinco fases de carbonizacdo do angico correspondem as seguintes temperaturas:

(vi)  Fase 1 (F1): endotérmica - secagem (25-250 °C)

(vii)  Fase 2 (F2): endotérmica - decomposicao primaria (251-300 °C)
(viii) Fase 3 (F3): exotérmica - decomposi¢do secunddria (301-350 °C)
(ix)  Fase 4 (F4): exotérmica - fixacao de carbono (351-400 °C)

(%) Fase 5 (F5): exotérmica - (401-450 °C)

Duas fases de carbonizacdo: F2 — 300 °C e F3 — 350 °C resultaram em maiores
rendimentos, portanto escolhido para o teste. Todos os extratos foram diluidos em dgua
destilada, sendo 1ml de EP para cada 100 (100), 75 (175) ou 50 (150) ml de 4gua destilada.
RESULTADOS
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O EP produzido a partir da carbonizacdo da madeira de angico vermelho em 350°C
(F3) inibiu menos a germinacao das sementes do que o EP da temperatura de 300°C (F2), mas
isso dependeu da dilui¢d@o utilizada (Figura 3). Além disso, o aumento de 50 °C na faixa de
temperatura de carboniza¢do da madeira influenciou a velocidade de germinacdo das sementes
(Tabela 1, Figura 16). Porém, nenhum dos EPs de angico superou a performance germinativa

das sementes do controle (Tabela 1).

Germinagao de sementes de fedegoso apos
embebicao com EPL de angico vermelho
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Figura 16. Germinag¢do de sementes de fedegoso apds desponte seguido de véacuo por 30
minutos em solu¢do de extrato pirolenhoso (EP) de angico vermelho. O EP foi produzido a
partir da combustao da madeira em 300 °C (F2) e 350° C (F3) e diluido em agua destilada na
propor¢ao de 1:100 (100), 1:75(175) e 1:50 (150).

Tabela 1. Analise de variancia da médias de Germinacao, IVG e Tempo de germinacdo das
sementes de S. macranthera apds embebicao com EP de angico vermelho. Letras diferentes
indicam que h4 diferenca entre os tratamentos com 95% de confiabilidade pelo Teste Tukey

(p<0.05).

Tratamento Germinacao (%) IVG Tempo (dias)
CONTROLE 96,2 a 6,62 3,18a
F3 100 73,7 ab 33b 4,59b
F3 150 63,7b 24b 5,45 be

F2 175 61,2b 24b 5,12 bc
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F3 175 56,2 be 2,2 be 5.31 be
F2 100 46,2 be 1,9 be 4.86b
F2 150 262 ¢ 09c 593 ¢

O uso de EP a base de madeira de angico ndo influenciou o tempo de germinacao das
sementes, no entanto quanto mais concentrado for a solucdo, maior a tendéncia de demora
germinativa (Figura 4). Essa tendéncia foi evidenciada também pelo indice de velocidade de
germinagdo. No entanto, mesmo quando mais concentrado (F3 1:50), o EP desta faixa de
temperatura foi menos prejudicial a performance germinativa (IVG) das sementes de fedegoso

do que o EP da Fase 2 (300 C) (Tabela 1 e Figura 17).
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Figura 17. Indice de velocidade de germinacio (IVG) e Tempo médio de germinacio (TM) de
sementes de S. macranthera (fedegoso) ap6s desponte seguido de vacuo por 30 minutos em

solucdo de extrato pirolenhoso (EPL) de angico vermelho.

PRE-TESTE 5

O quinto pré-teste foi realizado dia 18/07/2020 a fim de testar o EP comercial EPB-

106, comercializado pela Brasil extrato pirolenhoso. Esse EP € produzido a partir do carvao de
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eucalipto e € amplamente utilizado diluido em agua (20ml/L) incorporado ao solo para melhorar
enraizamento e desenvolvimento de mudas. Era de interesse da empresa ampliar seu uso no
tratamento de sementes florestais.

Realizamos os mesmos testes com as mesmas dilui¢des descritas anteriormente, para
esse extrato.

O desponte lateral nas sementes de fedegoso foi utilizado para a quebra de dorméncia.
Em seguida as sementes foram desinfestadas com captam 0,01% por 2 minutos e submetidas a
vacuo por 30 minutos em solu¢cdo de EPB-106 ou dgua destilada (controle).

O teste de germinac¢do ocorreu em B.O.D. com temperatura controlada e constante de
25°C e fotoperiodo de 12h de luz e 12h de escuro. A avaliacdo durou 7 dias e a protrusdo da
raiz foi utilizada como critério germinativo. As sementes foram reumedecidas com solugao teste
ou 4gua destilada, quando necessario.

Todos os extratos foram diluidos em dgua destilada, sendo 1ml de EPB-106 para cada
100 (100), 75 (175) ou 50 (150) ml de dgua destilada.

Utilizamos 5 repeti¢des de 20 sementes. A ANOVA foi aplicada para comparar as
médias de germinacao, indice de velocidade de germinacdo e tempo médio de germinacao das

sementes. O teste Tukey (p<0,05) foi utilizado para registrar a diferenca entre as médias.

RESULTADOS

O extrato reduziu a porcentagem de germinac¢do e IVG das sementes nas concentragoes
de 1:100, 1:75 e 1:50, em comparacdo com o controle (Figura 18, Tabela 2). Porém, nas

concentracdes de 1:75 e 1:50 o tempo de germinagdo ndo foi afetado.
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Germinacao de sementes de fedegoso apos
embebicao com EPB-106
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Figura 18. Germinacdo de sementes de fedegoso apds desponte seguido de vacuo por 30
minutos em solugdo de extrato pirolenhoso comercial, o EPB-106. O EP foi produzido a partir
da combustdo da madeira de eucalipto e diluido em agua destilada na propor¢do de 1:100 (100),
1:75(175) e 1:50 (150).

Tabela 2. Analise de variancia da médias de Germinagdo, IVG e Tempo de germinacdo das
sementes de fedegoso apds embebicdo com EPB-106. Letras diferentes indicam que ha
diferenca entre os tratamentos com 95% de confiabilidade pelo Teste Tukey (p<0.05).

Tratamento Germinacao (%) IVG Tempo (dias)
F2 100 66,2 b 34b 4b

F2 175 62,5 b 32b 4 ab
F2 150 57,5¢ 2.8b 3,7 ab

DETERMINACAO DO TEOR DE AGUA

O teor de 4gua inicial foi determinado de acordo com as Regras para Andlise de
Sementes Florestais do Brasil - RAS (Brasil, 2009). A determinacao foi realizada nas sementes
do lote, que compuseram o tratamento controle, nas sementes despontadas tratadas apenas com

dgua, e nas sementes defumadas despontadas e ndo despontadas (inteiras). As sementes
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submetidas a defumacao (fumacga gasosa) apresentaram um reducgao de até 6,4% no teor de dgua

em relacdo ao controle (Tabela 3).

Tabela 3. Teor de agua das sementes de Senna macranthera

Tratamento Peso tiimido Peso seco Teor de 4gua Media Diferenca
fumaca/DESP 0,57 0,54 5,263158

fuma/DESP 0,61 0,57 6,557377  5,910267 5,819037
fuma/INT 0,55 0,51 7,272727

fuma/INT 0,53 0,5 5,660377  6,466552 4,666518
Contro/DESP 0,59 0,52 11,86441

Contro/DESP 0,69 0,61 11,5942 11,7293

Contro/LOTE 0,66 0,58 12,12121

Contro/LOTE 0,69 0,62 10,14493  11,13307

APENDICE B - RESULTADOS ANALISE CROMATOGRAFICA

O objetivo da andlise cromatografica foi identificar os compostos quimicos existentes
nos extratos pirolenhosos (EP) obtidos da carbonizacdo da madeira de 6 espécies florestais.

No total foram 5 EP de espécies nativas (castanha sapucaia, sibipiruna, 7 cascas,
angico e balsamo) e 1 EP de eucalipto. Sendo que esses extratos foram coletados em diferentes
fases de carbonizacdo da madeira a depender da temperatura.

Segundo a literatura, o composto quimico karrikin da familia dos butenolideos (Figura
1) seria o responsdvel, da combustdo de material vegetal, pela germinacdo de sementes de
algumas espécies piro endémicas, ou seja, aquelas que tem comportamento germinativo
estimulado pela fumaca e/ou pelo fogo. Neste estudo, o karrikin ndo foi encontrado em grande

quantidade em nenhum EPL obtido (ver anexo 1).
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Figura 1. Diferentes arranjos da molécula de karrikin

O teste realizado com sementes de fedegoso indicou que o EP de eucalipto da primeira
fase de combustdo de madeira (F1) ndo influenciou na germinacdo das sementes,
provavelmente pela grande quantidade de dgua que esse EP possui. Sendo assim, o F1 ndo
diferiu do controle. Entretanto, na fase 2 de combustido (F2), a quantidade de adgua no EP
diminui, porém, a germina¢do das sementes de fedegoso utilizando esse EP também nao diferiu
do controle.

Apesar dos resultados de cromatografia terem sido insuficientes para o EP da Fase 1,
foi possivel comparar os compostos das fases seguintes entre si. A tabela abaixo mostra os cinco
maiores compostos quimicos encontrados no EP de eucalipto das Fase 2, Fase 3 e Fase 4.
(Tabela 1). A coluna Area corresponde a porcentagem que o composto ocupa dentro do EPL;
a coluna Similarity corresponde a porcentagem de similaridade desse composto com o da
literatura; a coluna Molecular Weight indica o peso dessa molécula. A amostra contou com
um ependorf de 2 ml.

Tabela 1. Composi¢do quimica dos cinco compostos com maior drea no extrato pirolenhoso de
eucalipto em diferentes fases de carbonizagdo

c o Molecular
Trat Area % Compound Similarity (%) Weight
F2 20,7 3-hydroxypyridin-2(1H)-one 84 111
F2 13,37 D-Allose 95 180

F2 9,78 2,6-dimethoxyphenol 96 154
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F2 8,59 Cyclopropylmethanol 87 72
F2 6,88 1,2,4-Trimethoxybenzene 84 168
c e Molecular
Trat Area % Compound Similarity (%) Weight
F3 13,85 D-Allose 94 180
F3 8,78 3-hydroxypyridin-2(1H)-one 83 111
F3 7,6 1,2,4-Trimethoxybenzene 83 168
6.99 Furan, 2,3-dihydro-4-(1- 73 112
28] methylethyl)-
F3 6,14 Tridecane 91 184
Similarity Molecular
Trat Area % Compound (%) Weight
F4 49,21 D-Allose 95 180
6.46 1,4:3,6-Dianhydro-.alpha.-d- 95 144
F4 glucopyranose
F4 4,46 1,2,4-Trimethoxybenzene 82 168
4,05 1-Nitro-.beta.-d-arabinofuranose, 84 363
F4 tetraacetate

De acordo com os resultados obtidos da tabela 1, apenas dois compostos, D-Allose e
1,2,4-Trimethoxybenzene, sdo encontrados nas trés fases de combustio do EP de eucalipto. E
nas Fases 2 e 3, soma-se ainda o 3-hydroxypyridin-2(1H)-one.

Na fase 2 onde ocorreu germinacio igual ao do controle, os niveis de D-Allose foram
um pouco mais de 13%. Nas fases 3 e 4 a porcentagem de D-Allose aumenta consideravelmente,
alcangando mais que 49% na fase 4.

O EP de angico vermelho revelou que a faixa de temperatura de carbonizagdo desta
espécie muda conforme a composicdo quimica da madeira, pois um aumento de 50°C surtiu
efeito na germinag@o de sementes de fedegoso (Figura 2).
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Germinacao de sementes de fedegoso apods
embebicao com EPL de angico vermelho
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Figura 2. Germina¢ao de sementes de Senna macranthera (fedegoso) embebidas com extrato
pirolenhoso de angico (F2: combustdo da madeira até 300°C e F3: combustdo da madeira até
350°C; diluicao em 4gua destilada em 1:50; 1:74 e 1:100) ap6s sementes submetidas a quebra
de dorméncia com desponte e vacuo.

A tabela abaixo mostra os dez maiores compostos quimicos encontrados no EP de
angico vermelho das Fase 2 e Fase 3 (Tabela 2).

Tabela 2. Composi¢do quimica dos cinco compostos com maior area no extrato pirolenhoso
de angico em diferentes fases de carbonizacdo

Similarity Molecular
Trat Area % Compound (%) Weight
F2 12,83 Cyclopropylmethanol 87 72
F2 11,87 2-methoxyphenol 98 124
F2 11,69 2,6-dimethoxyphenol 96 154
F2 7,12 (tetrahydrofuran-2-yl)methanol 94 102
F2 6,08 3-hydroxypyridin-2(1H)-one 84 111
F2 5,55 2-methoxy-4-methylphenol 95 138
F2 4,68 1,2,4-Trimethoxybenzene 83 168
F2 3,57  1,2,3-trimethoxy-5-methylbenzene 81 182
F2 3,06 Pyridin-4-yl formate 80 125

F2 2,85 4-ethyl-2-methoxyphenol 92 152




Similarity Molecular
Trat Area % Compound (%) Weight
F3 18.93 Cyclopropylmethanol 87 72
F3 6.70 2,6-dimethoxyphenol 95 154
F3 5.08 2-methoxy-4-methylphenol 93 138
F3 352 1,4:3,6-Dianhydro-.alpha.-d- 04 144
glucopyranose
F3 2.88 3-methylcyclopentane-1,2-dione 95 112
F3 2.85 1,2,4-Trimethoxybenzene 83 168
F3 2.71 D-Allose 95 180
F3 2.01 1,2,3-trimethoxy-5-methylbenzene 82 182
F3 1.89 2,5-dimethoxytetrahydrofuran 94 132

126
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Fire can trigger the germination of several forest species, as heat and smoke can break the dormancy of seeds
buried in the ground. In this study, we applied heat, smoke and pyroligneous acid (PA) to dormant seeds of
Senna macranthera (Fabaceae), a Brazilian Cerrado native tree, in order to evaluate the effect of forest fire trig-
gers on its germination. We used dormant seeds soaked in distilled water, without the application of fire and
smoke, as a control treatment. The test lasted seven days and root protrusion was used as a germination cri-
terion. After this period, a viability test based on the longitudinal section was performed on the non-germi-
nated seeds. The control germination after seven days was 0%, but the viability test confirmed that they were
alive (integument swelling and green color cotyledons). There was a positive effect of fire on the germination
of burnt seeds buried at a depth of 5 cm soaked in PA (14.0%), followed by burnt seeds buried at a horizon of
2 cm (11.2%) and those that were not soaked in PA (10.0%). Smoked seeds showed swelling of the tegument
by the viability test, but they were dead, indicating that there was a negative effect (0%) of the gaseous smoke
on germination. We conclude that the strong promotional effect of heat and liquid smoke (using PA) on dor-
mancy breaking and seed germination of S. macranthera suggests that this species is fire-adapted. However,
the gaseous smoke was lethal, revealing that this species has different responses depending on the type of

trigger (heat or smoke) and fire conditions.

© 2023 SAAB. Published by Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Considered a biodiversity hotspot, the Cerrado is home to a great
diversity of endemic species, and despite being one of the richest bio-
mes in Brazil, it is also one of the most threatened ecosystems in the
world (Myers et al., 2000; Silva et al., 2006). The influence of fire on
the phytophysiognomy of the Cerrado is complex and poorly under-
stood, and responses to heat and smoke have only recently been
addressed, with no response to fire stimuli, but with consistent heat
tolerance between species (Lamont et al,, 2019; Ramos et al., 2019;
Dairel and Fidelis, 2020).

Although the seeds of some species of this habitat can withstand
temperatures above 100 °C without affecting germination, the time of
exposure to these temperatures for more than five minutes already
compromises their survival (Ramos et al, 2019). The new clearings
caused by fires in the Cerrado generally provide changes in the micro-
climate, with increased daily post-fire temperature fluctuations
(Fidelis and Blanco, 2014; Daibes et al., 2018), which can also lead to

* Corresponding author.
E-mail address: Ibastos@ufv.br (L.L.d.S. Bastos).

https://doi.org/10.1016/j.sajb.2023.01.032
0254-6299/© 2023 SAAB. Published by Elsevier B.V. All rights reserved.

dormancy breaking in some areas, species (Santana etal., 2013; Daibes
etal, 2017) and changes in phytosociology (Daibes et al., 2018).

The fire presents an important role as a disturbance agent and plays
arole in ecosystem organization, affecting vital processes such as flow-
ering, fruiting and seed germination (Bradshaw et al,, 2011; Keeley et
al., 2011; Daibes et al., 2018). Species that exhibit germination behav-
ior stimulated by fire may have this process triggered by different
mechanisms, with heat and smoke being the main drivers (Keeley and
Fotheringham, 2000; Van Staden et al., 2000). The effect of heat has
been shown to damage the impermeable seed coat, allowing water to
enter it, what triggers germination (Baskin and Baskin, 2014).

Furthermore, species that are adapted to high temperatures are
able to survive the heat of fires, mainly because they persist by main-
taining a seed bank in the soil (Overbeck et al., 2006; Ribeiro and Bor-
ghetti, 2014; Fichino et al., 2016; Ramos et al.,, 2016). On the other
hand, smoke is rich in cyanohydrins and karrikins, substances that
stimulate germination in seeds of species from a wide range of plant
families in fire-prone and non-fire-prone ecosystems (Ghebrehiwot
et al, 2008; Nelson et al., 2012; Downes et al., 2014; Keeley and Pau-
sas, 2018).
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Physical and physiological dormancy are the most common in
species from seasonal rainfall ecosystems, which include many fire-
prone environments (Baskin and Baskin, 2014), and are strongly
influenced by environmental signals such as temperature, humidity,
and solar radiation (Willis et al., 2014; Collette and Ooi, 2017). How-
ever, in humid tropical regions, when the heat of fires breaks seed
dormancy, seed vigor decreases (Soares et al., 2021). This mainly
explains the effect of smoke on the regeneration of the seed bank of
the burnt or unburnt soil (Rokich et al,, 2002; Abedi et al,, 2018), and
on the seed dormancy breaking of this seed bank (Merrit et al,, 2007;
Ramos et al., 2019), but not the effect of heat on them.

Liquid smoke treatments are based on the principle of condensa-
tion of smoke from fires with atmospheric moisture. These treat-
ments can derive from different plant sources and preparation
methodologies (Campos, 2007) and can provide ecological and physi-
ological signals of the species to respond to different stimuli. Studies
have revealed that the with both smoke and charred wood combus-
tion of a wide variety of woody plants in California chaparral and
South African fynbos will stimulate germination of species restricted
to post fire environments (Brown, 1993; Keeley and Bond, 1997; Van
Staden et al.,, 2000).

Pyroligneous acid (PA), or aqueous extract of smoke, has been
tested in a wide range of species from fire prone environments (Keeley
and Fotheringham, 2000; Crosti et al,, 2006; Brown et al., 2003) and
non-fire-prone environments (Ferraz et al., 2013). Studies on forest
species from fire and non-fire-prone environments reported a reduc-
tion in the development of eucalyptus clones using PA (Souza-Silva et
al., 2006) and an increase in root and leaf growth of pine seedlings
(Porto et al,, 2007). No changes were observed in the development of
phoenix palm seedlings when irrigated with PA alone (Wanderley et
al., 2012). Yet, there is still a gap in relation to researches on the use of
PA in the germination of forest seeds, and existing studies show that
there are different responses of the species submitted to PA, which
reinforces the need of further studies in this area.

Senna macranthera (DC. ex Collad.) H.S.Irwin & Barneby is a tree
species of the Fabaceae, native of the Cerrado, with potential use in
urban afforestation and in projects for the recovery of degraded areas,
as it is a pioneer, fast growing and indicator of biodiversity species
(Lorenzi, 2021). They have small and waxy seeds which give them a
physical dormancy caused by the impermeability of the tegument
(Carvalho and Nakagawa, 2000) and it is not yet known which germi-
nation trigger can promote their germination. The seed dormancy can
be overcome by chemical scarification or cutting opposite the hilum
(Brasil, 2013). Once this dormancy is overcome, the seeds germinate in
up to seven days with a high percentage (Ferreira et al., 2004).

In newly burnt environments, the rapid germination is advanta-
geous as it allows the colonization of the area in less time and
increases the advantages in competition with other species (Sparg et
al., 2005; De Luis et al., 2008). Thus, species whose germination is
stimulated by fire (heat damages to the integument or chemical
effects of smoke) can have an advantage over the others in establish-
ing in the environment after the occurrence of a fire.

In this study, we analyzed the germination, dormancy and viabil-
ity of Senna macranthera seeds in relation to heat, smoke and pyrolig-
neous acid (liquid smoke). We tried to answer the following
questions: (i) Is the dormancy of the seeds of this species overcome
by heat and smoke?; (ii) Are the effects of heat more pronounced
than the effects of smoke on seed germination? and (iii) Can the
smoke treatment method influence germination responses?

2. Material and methods
2.1. Origin of seeds

Senna macranthera seeds were collected from two mother trees on
the Campus of the Federal University of Vicosa - UFV (20°45'14% S 42°
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52'54" W), in 2019, by the Forest Research Society - SIF and donated to
the UFV Department of Forest Engineering. A total of three kilos of
seeds were collected (each kilo containing between 20,000 and 28,000
seeds, according to Brasil, 2013) that remained stored in plastic bags in
a cold chamber at 5 °C in the Laboratory of Analysis of Forest Seeds of
the UFV for one year until the start of the analysis. The initial moisture
content and lot viability were determined according to the Rules for
the Analysis of Forest Seeds of Brazil - RAS (Brasil, 2013). Lateral cut
was adopted to break dormancy in a preliminary test carried out with
400 seeds arranged in a Petri dish with two layers of paper, in order to
obtain the germination percentage of the lot.

2.2. Simulation of fire and seed germination

Dormant seeds were placed in a sandbox at depths of two and five
centimeters (Table 1). Dried palm branches and leaves were used as
combustible material and the fire was applied for 10 min with an ini-
tial temperature of 22.8 °C (SM 1). During the experiment, tempera-
tures were measured using a digital thermocouple Minipa MT-600
(SM 2). For smoked purposes, the seeds were placed on grids at the
top of an improvised chimney in an iron drum (SM 3). The smoke
generated inside this drum was caused by the burning of hay and
lasted two minutes with an initial temperature of 19 °C.

The liquid smoke imbibition test was performed using eucalyptus
pyroligneous acid (PA) (SM 4). A preliminary test was carried out
with this PA, which was produced by the combustion of eucalyptus
wood in a muffle furnace under four temperatures (100, 200, 300 and
400 °C) (SM 5). The extracts collected from the smoke generated at
each temperature were diluted in three proportions: 1:50, 1:75 and
1:100. The PA produced from the combustion of wood at 200 °C and
diluted in distilled water in the proportion of 1 ml of PA to 75 ml of
distilled water (1:75) was what triggered the highest germination
speed (4.9 Germination Speed Index - GSI) and higher germination
percentage (85.0%) of S. macranthera seeds (data not shown), and
therefore chosen for this experiment.

After fire or smoke was applied to the dormant seeds, they were
disinfected with Captan ® (1%) for 2 min. The germination trials were
performed in incubators (Biochemical Oxygen Demand) under con-
stant temperature at 25 °C @2 °C) with a 12 h photoperiod (fluores-
cent light with about 70 Mmol m ~ 2 s ~ 1 PAR) and 12 h of dark.
Seeds were placed on two layers of germination paper (SM 6), in
9 cm Petri dishes and moistened with 3 mL of solution test (Table 1).
Germination (root protrusion = 5 mm with geotropic curvature) (SM
7) was assessed every day for seven days and the substrate was re-
moistened with destilate water when necessary.

At the end of the observation period, a viability test, by longitudi-
nal sectioning was performed on all non-germinated seeds to distin-
guish the non-dormant viable ones (living non-germinated seeds)
from the dead seeds (mushy seed with fungi) (Brasil, 2009). One
visual observation consisted of verifying if the green color of the coty-
ledons, which indicated life, was present on the living non-

Table 1
Identification of treatments tested on Senna macranthera seeds.

Treatments

1- Control - without applying fire or smoke, using dormant seeds soaked only
in distilled water

2- Smoke in the seeds, later soaked in distilled water

3- Fire in seeds buried at 5 cm, later soaked in PA

4- Fire in seeds buried at 5 cm, later soaked in distilled water

5- Fire in seeds buried at 2 cm, later soaked in distilled water
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germinated seeds (Figure colored) and also if there was an increase in
the size of the seeds, showing their swelling (Noronha et al., 2019).

2.3. Data analysis

Completely Randomized Design was applied for each germination
test, according to the treatments evaluated (Table 1). For each treat-
ment, five replications of 20 seeds each were used (Ni=100). The
Analysis of Variance - ANOVA was applied to compare the germina-
tion averages and germination speed index - GSI, calculated accord-
ing to Maguire (1962). Tukey'’s test (p<0.001) was used to record the
difference between the means using the SISVAR 5.6 program (Ferre-
ira, 2019). The comparison of germinated, live non-germinated and
dead seeds was evaluated through the percentage of germination.

3. Results

The seed lot used in this study had an initial moisture content of
10.9% and the viability tested with lateral cut for break dormancy at
the end of seven days was 96.2%. The effect of fire in breaking the
dormancy of Senna macranthera seeds was evidenced by the differ-
ence in the germination of the seeds of the control group (0%), in rela-
tion to the other treatments with fire and fire + pyroligneous acid
(PA) (Fig. 1A). The temperatures reached in these treatments ranged
from 63 to 90 °C for 10 min. And under these conditions, seeds buried
at a depth of 5 cm, later soaked in PA, had higher germination (14.0%),
followed by seeds buried at 2 cm (11.2%) and those burned at 5 cm
without imbibition with PA (10.0%). All fire and fire + PA treatments
triggered the highest germination speeds (GSI) compared to control
and smoke (Fig. 1B).

Seeds smoked at a maximum temperature of 64.3 °C (§2 °C)
showed an increase in size with integument swelling. However, there
was no effect (0%) of smoking on germination (Fig. 1A). This same
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Fig. 1. Germination (A) and Germination Speed Index (B) of Senna macranthera seeds
subjected to simulated fire for 10 and 2 min (fire and smoke, respectively). Equal let-
ters identify that there was no significant difference between treatments by the Tukey

test (p<0.001).
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temperature (63.5 § 2 °C) did not prevent germination (10-14%) of
burnt seeds buried at 5 cm.

The seeds not germinated until the final count of the germination
test were all swollen, with a visible increase in their size, being classi-
fied as living non-germinated seeds or dead by the viability test. The
living non-germinated seeds had the cotyledons visibly green,
appearing to be alive, while the dead ones had the cotyledons
brown/black (Fig. 2, Figure color). Although there was imbibition of
the burnt seeds (treated with fire or smoke), evidenced by the swell-
ing of the integument, the germination of germinated or living non-
germinated seeds was very small compared to dead seeds (Fig. 2).

Figure Colored. Viability test results showing living non-germi-
nated (green cotyledons) and dead (brown/black cotyledons) Senna
macranthera seeds subjected to simulated fire for 10 and 2 min (fire
and smoke, respectively).

4. Discussion

The hypothesis that heat would break the dormancy of Senna
macranthera seeds was accepted, as at least 10% of the seeds germi-
nated (Fig. 1). In this study, we also observed that the survival of S.
macranthera seeds after fire indicates that this species can withstand
high temperatures (up to 90 °C). However, exposure time for up to
10 min compromised its survival, as predicted by Ramos et al. (2019)
for plant species from the Cerrado biome.

Senna macranthera seeds, when germinated at 50 °C for seven
days, had their dormancy broken by heat (De Paula et al,, 2012). The
heat removed the entire layer of wax from the tegument, exposing
the cells with a lignified testa wall, which allowed the seed to absorb
water, favoring germination. In this sense, the heat acted to loosen
the physical barrier that surrounds the seeds, allowing the entry of
water and subsequent germination (De Paula et al.,, 2012). In the case
of wildfires, heat can act as a thermal shock, breaking seed dormancy
and triggering the germination of post-fire species buried in the soil
of several regions of the world, for example temperate (Keeley and
Fotheringham, 2000) and Mediterranean regions (Tormo et al., 2014;
Moreira et al.,, 2010; Moreira and Pausas, 2016).

In addition, heat can act on the adaptive behavior of the species,
since seeds that germinate even after exposure to high temperatures
gain an evolutionary advantage in fire scenarios (Simon et al., 2009).
Our study showed that despite the damage caused by high tempera-
ture (» 90 °C) in seeds buried closer to the soil surface (2 cm), the
germination speed achieved in this treatment was high (Fig. 1B). Indi-
cating that S. macranthera has germinal resilience since, even under
stress, it manages to germinate. Germination resilience can be inter-
preted as the ability of plants to temporarily survive difficulties, in
addition to generating opportunities for them to establish themselves
elsewhere, away from the mother plant (Kesseler and Stuppy, 2006).

On the other hand, the effects of heat were not more pronounced
than the effects of smoke on seed germination of S. macranthera.
Imbibition with pyroligneous acid (liquid smoke) increased the ger-
mination of seeds after the fire compared to the control (Fig. 1), cor-
roborating studies related to liquid smoke with native species from
the same region. Recruitment of seedlings after fire in a seed bank in
Cerrado soil (Campo rupestre) was tested by Fernandes et al. (2020),
who applied heat shock (80 and 100 °C for 5 min) and liquid smoke
(1:10) on seeds of nine shrub species native of the region. Liquid
smoke increased germination in most species tested compared to
heat shock. These authors concluded that ecological implications
would explain the increase in the germination rate caused by the
smoke exhibited by the Campo rupestre species. It can allow the
recruitment of seedlings right after the fire, during the rainy season,
when there is greater availability of resources and competition is low
(Alvarado et al.,, 2017). Liquid smoke also interacted with the seeds in
the dark and promoted the germination of two species from the Cer-
rado soil seed bank (Ramos et al., 2019). The smoke extract at a
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Fig. 2. Germinated seeds, living non-germinated and dead after viability test performed on Senna macranthera subjected to simulated fire for 10 and 2 min (fire and smoke, respec-

tively).

concentration of 1:10 increased the germination rate of Aristida ripa-
ria and Aristida recurvata in the dark, indicating that the liquid smoke
overcomes the photoinhibition of these species, acting as a signal
that the fire has already occurred and that now the seeds can germi-
nate (Ramos et al., 2019).

On the other hand, exposure of S. macranthera seeds to smoked
for two minutes resulted in embryo death (Fig. 1). The maximum
temperature reached in this treatment (64.3 § 2 °C) was similar to
that observed in the fire treatment (63.5 § 2 °C), which allowed at
least 10% of the seeds to germinate, indicating that, for this species,
fire responses may depend on more factors than temperature. How-
ever, the results with smoked in this study contrast with what is
found in the literature. In a forest in northern Iran, aerosol smoke
increased the germination of legumes and perennial grasses by up to
twice as compared to liquid smoke (1:1000), indicating that the type
of smoke can alter regeneration patterns in distinct functional groups
(Abedi et al., 2018). For, while perennial species allocate resources to
structures that increase their chance of surviving the next fire, annu-
als accumulate seeds in the soil seed bank as a way of ensuring post-
fire survival (Bond and Midgley, 2003; Pausas et al.,, 2004).

Although abiotic factors — mainly light and temperature (heat) —
can alleviate seed dormancy and induce germination (Baskin and
Baskin, 2014) and resilience favors survival under adverse conditions
(Kesseler and Stuppy, 2006), the plant needs to experience proper
signals to settle down. These signals need to inform that the environ-
ment is favorable to germinate in large quantities, aligning the envi-
ronment with the germination requirements for each species. Often
exposure to a stressful condition can be too much, even for a vigorous
plant. The extent of germinal damage depends on the species, the ini-
tial water content of the seed, the temperature, the duration of

exposure to stress and the period of germination during which the
exposure occurred (Lopes and Franke, 2011).

In this study, the fire simulation for up to 10 min, testing heat and
smoke, allowed the loss of the tegumentary waxiness of the seeds
that gave them physical dormancy, triggering germination. However,
visible damage to the embryo revealed that both heat and smoke
reduced its vigor (Fig. 2). Furthermore, exposure to these stresses
reduced seed moisture content by at least 3% (data not shown).
When germinating under these conditions, seeds can suffer imbibi-
tion damage, characterized by irreparable losses to the membrane
system, which leads to leaching of cellular contents, negatively affect-
ing germination (Prodanovic et al., 2007). Therefore, even though S.
macranthera seeds have accelerated their germination process after
the fire, it is notable that the reduction in their viability is a concern,
especially in scenarios of recurrent forest fires in the Cerrado (Daibes
etal, 2018), habitat of this species.

5. Conclusion

We conclude that the positive effect of heat and liquid smoke
(using PA) on dormancy breaking and seed germination of Senna
macranthera seeds suggests that this species is adapted to fire. How-
ever, the gaseous smoke can be lethal, reducing the vigor of the seeds.
This species has different responses depending on the type of germi-
nation trigger (heat or smoke) and fire conditions (exposure time and
temperature, for example). In relation of the imbibition with pyrolig-
neous acid, the possible protection of the embryo to the heat is a
stimulus for more detailed studies.

Figure Colored. Viability test results showing living non-germinated (green cotyledons) and dead (brown/black cotyledons) Senna macranthera seeds subjected to simulated fire for

10 and 2 minutes (fire and smoke, respectively).
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