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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar as alterag¢des fisiologicas em sementes
durante o armazenamento e o uso da irrigacao sobre o estabelecimento e crescimento
de plantulas de pequizeiro. No primeiro trabalho desenvolvido, pirénios (sementes
envolvidas pelo endocarpo) foram armazenados em condigcdo ambiental e avaliados ao
longo de um ano. Entre 40 e 60 dias de armazenamento, ocorreu redug&o nos teores de
agua e aumento do estresse oxidativo, o que levou a redug¢do na sintese e no acumulo
de ABA e aliviagdo da dorméncia. Apds esse periodo, limitagdes no controle do estresse
oxidativo causou gradual reducdo na sintese e acumulo de ABA e perda da
funcionalidade das membranas, o que resultou na deterioragdo das sementes. No
segundo trabalho desenvolvido, avaliou-se o efeito da disponibilidade hidrica (por meio
de irrigacao) e do tempo (seis avaliagbes), ao longo de um ano, sobre a germinagao de
pirénios, sobrevivéncia e morfologia das plantulas e anatomia do hipocdétilo (estrutura
caulinar subterranea). A irrigacdo proporcionou maior germinabilidade (55%) que a
condigao de sequeiro (44%). As plantas irrigadas apresentaram comprimento e diametro
do caule, bem como numero de folhas e area foliar superiores aos nao irrigados. A
irrigacdo também favoreceu o desenvolvimento radicular nas ultimas épocas de
avaliacdo. O hipocdtilo foi persistente, teve crescimento secundario influenciado
positivamente pela disponibilidade hidrica. As plantulas e plantas jovens de C. brasiliense
foram notavelmente resistentes a seca. No entanto, o uso de irrigagao favoreceu o seu
estabelecimento e desenvolvimento.

Palavras-chave: armazenamento de sementes; deterioragdo; germinacdo; hipocatilo;
morfologia de plantulas; sistema antioxidante.



ABSTRACT

This study aimed to evaluate the physiological changes in seeds during storage and the
use of irrigation on the establishment and growth of pequi tree seedlings. In the first study,
pyrenes (seeds involved by the endocarp) were stored in an environmental condition and
evaluated over a year. Between 40 and 60 days of storage, there was reduction in water
content and an increase in oxidative stress, which led to reduction in synthesis and ABA
accumulation and numbness relief. After this period, limitations in the control of oxidative
stress caused a gradual reduction in the synthesis and accumulation of ABA and loss of
membrane functionality, which resulted in seed deterioration. In the second study, the
effect of water availability (through irrigation) and time (six evaluations), over a year, on
pyrene germination, seedling survival and morphology and hypocotyl anatomy
(subterranean stem structure) was evaluated. Irrigation provided greater germinability
(55%) than dryland conditions (44%). Irrigated plants had greater stem length and
diameter as well as number of leaves and leaf area than non-irrigated plants. Irrigation
also favored root development in the last evaluation periods. Hypocotyl was persistent,
with secondary growth positively influenced by water availability. Seedlings and young
plants of C. brasiliense were remarkably resistant to drought. However, the use of
irrigation favored their establishment and development.

Keywords: seed storage; deterioration; germination; hypocotyl; seedling morphology;
antioxidant system.
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1 INTRODUGAO GERAL

O pequizeiro (Caryocar brasiliense Cambess) € uma planta arborea, pertencente
a familia Caryocaraceae. Seus frutos s&o utilizados em larga escala na alimentagao
humana e na producgao de farmacos e de cosméticos, uma vez que possuem alto valor
energético e nutricional, com propriedades antioxidantes e aroma caracteristico (Reis e
Schmiele, 2019). Isso leva a um demanda intensa por frutos, gerando renda e emprego
para toda uma cadeia produtiva, composta por coletores de frutos, atravessadores,
industria de processamento e setores de comercializagdo de produtos (Oliveira e Scariot,
2010; Oliveira, 2017). Apesar do uso multiplo e da importancia econémica, o pequizeiro
ainda € quase totalmente explorado por meio do extrativismo, que € uma atividade de
baixa eficiéncia, que, junto com a expanséao da fronteira agricola no Cerrado, coloca em
risco a sobrevivéncia da espécie (Giraldo e Scariot, 2015). Dessa forma, estudos sobre
domesticacdo do pequizeiro sdo necessarios, principalmente aqueles relativos a sua
propagacéo, em fungao das dificuldades de se obter elevadas taxas de germinacéo e do
estabelecimento de plantulas a campo. Essas dificuldades tém limitado a implantagao de
pomares comercias e/ou recuperagao de areas degradadas com pequizeiro.

A propagacao do pequizeiro ocorre a partir do pirénio, que € a unidade de
dispersdo da espécie, composta pelo endocarpo e pela semente (Rodrigues et al., 2019).
As sementes apresentam forte dorméncia, associada ao endocarpo rigido, que impede
a expansao do embrido, devido a presenca de elevada quantidade de acido abscisico
(ABA) nessa estrutura (Souza et al., 2017; Larcher, 2006; Rodrigues et al., 2019). Uma
forma de superar essa dorméncia € o armazenamento das sementes (Sousa et al, 2017;
Ferraz et al. 2019; Rodrigues et al., 2019), além de ser um importante método para
conservagao e reprodugao da espécie (Sosinski Junior et al., 2019). No entanto, o
armazenamento prolongado das sementes pode causar perda da capacidade

germinativa ou sua inviabilidade (Chhabra, et al., 2019). A qualidade fisiologica e a
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viabilidade da semente durante os processos de armazenamento, dependem,
principalmente, da capacidade das sementes de resistir as alteragcbes metabdlicas
degenerativas (Thirusendura e Saraswathy, 2018; Waterworth et al., 2015). Estudos
relacionados as alteragdes fisiologicas durante o armazenamento das sementes sao
fundamentais para entender o processo superag¢ao da dorméncia, bem como estabelecer
a viabilidade e deterioragdo dessas ao longo do tempo.

Outro fator que limita a propagacdo de pequizeiro € o estabelecimento de
plantulas na condi¢cao de clima sazonal do Cerrado, especialmente durante os periodos
de déficit hidrico e temperaturas mais amenas. Esse periodo interfere diretamente na
emergéncia, na sobrevivéncia e no crescimento de plantas jovens (Leite et al., 2012;
Gucci, et al., 2019). Algumas plantas do Cerrado conseguem sobreviver as condigbes
adversas da estacdo seca, apesar de reduzirem drasticamente seu metabolismo e
crescimento, apresentando mecanismos importantes de tolerancia ao déficit hidrico
(Palhares et al., 2010; Fonseca et al., 2017; Gongalves, 2019). Ao contrario, durante a
estagdo umida, as plantulas tém um acelerado crescimento, com ganhos significativos
na matéria seca (Kanegae et al., 2000; Vieira e Scariot, 2006; Dalmolin, et al., 2015).

No pequizeiro, o hipocétilo permanece apds o desenvolvimento da plantula. A
morfoanatomia e sua fungdo sdo pouco conhecidas para a espécie. O hipocétilo € um
orgao armazenador de reserva (Rego et al., 2010), onde ocorrem varias alteragdes
anatédmicas, dependendo da oscilagdo dos fatores climaticos, como precipitacdo e
temperatura. As mudangas sazonais do clima, influénciam diretamente o
armazenamento e a mobilizacido de nutrientes e substancias nas estruturas de reservas,
bem como o crescimento e estabelecimento da planta (Taiz e Zeiger, 2004; Larcher,
2006; Bewley et al., 2013; De Almeida et al., 2017). Dessa forma, estudos sobre a
morfoanatomia e o crescimento do hipocétilo ao longo das estagdes no Cerrado podem

contribuir para explicar as estratégias de tolerancia a seca.
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Considerando a importancia econdémica, cultural e ecologica do C. brasiliense,
pesquisas inerentes a espécie sao relevantes para entender processo de reproducao.
Nesse contexto, fazem-se necessarios estudos que visem esclarecer as principais
alteragdes fisioldgicas no periodo de armazenamento das sementes e sua quebra de
dorméncia, além do comportamento morfoanatdmico de plantulas de pequizeiro sob
estresse hidrico, contribuindo para a produgdo de mudas de qualidade e adogao de
métodos que assegurem um maior crescimento e sobrevivéncia de plantas nas

condic¢des do Cerrado.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O presente trabalho possui o objetivo geral de avaliar as alteragdes fisioldgicas
em sementes de pequizeiro durante o armazenamento, além de verificar o

comportamento e a morfologia de plantulas em condigdes naturais e sob irrigagao.

2.2 Objetivos Especificos

Esta pesquisa também apresenta os seguintes objetivos especificos:

e Verificar capacidade germinativa e a deterioragdo das sementes ao longo do
armazenamento de sementes de pequizeiro;

e Avaliar as alteracbes na atividade enzimatica, teor de acido abscisico, e
expressao génica relacionada a biossintese do ABA, durante o armazenamento
das sementes;

e Avaliar a influéncia da irrigacdo sobre a germinagdo, emergéncia,
sobrevivéncia crescimento de plantulas de pequizeiro ao longo das estacgdes
seca e umida;

e Caracterizar a morfoanatomia e o crescimento do hipocdtilo de plantulas de

pequizeiro na condi¢gao de sequeiro e irrigadas.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Dorméncia

A dorméncia é uma fase de repouso, em que as sementes maduras e viaveis sdo
incapazes de germinar em determinado periodo, mesmo possuindo todas as condigdes
ambientais favoraveis para iniciar o processo germinativo (Baskin e Baskin, 2014;
Bareke, 2018). A dorméncia é considerada uma estratégia importante para as espécies
sobreviverem por longos periodos de tempo no solo. Varios mecanismos s&o utilizados
para impedir a germinagdo, dentre os quais encontram-se a impermeabilidade do
tegumento a agua e a gases, a dureza elevada das estruturas no entorno da semente e
a incapacidade do embrido de crescer e romper os tecidos adjacentes, além do seu
subdesenvolvimento (Vazquez-Yanes e Orozco-Segovia, 1993; Ferreira e Borghetti,
2004; Baskin; Baskin, 2014). Dessa forma, a dorméncia é uma condi¢cao adaptativa, que
permite que a espécie sobreviva em situagdes de estresse e que a germinagao ocorra
em condi¢des favoraveis, possibilitando o estabelecimento de plantulas no campo (Costa
etal. 2010; Bewley et al., 2013; Footitt et. al., 2011). No entanto, a dorméncia é prejudicial
para o desempenho das praticas de viveiro, uma vez que se deseja que as sementes
germinem de forma homogénea em curto espago de tempo, viabilizando a produgao de
mudas em larga escala (Dutra et al., 2007).

A dorméncia fisica é caracterizada pelo bloqueio da germinagédo imposta pelos
tegumentos da semente, restringindo a embebigdo, sendo detectada em numero
reduzido de espécies (Ferreira e Borghetti, 2004). Ja a dorméncia fisiolégica é
frequentemente encontrada em espécies do bioma cerrado e se deve a mecanismos
fisiolégicos de inibigdo da germinagdo, devido ao balango hormonal inadequado,
relacionada a incapacidade do embrido em romper as restricbes impostas pelos

envoltérios que circundam o mesmo (Koornneef et al., 2002; Baskin e Baskin, 2014).
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Essa classe de dorméncia pode ser fragmentada em trés niveis distintos: profunda,
intermediaria e ndo profunda. A dorméncia profunda & caracterizada pela incapacidade
do embrido isolado de produzir uma plantula normal, enquanto, nos niveis intermediarios
e na nao profunda, a excisdo do embrido é suficiente para fazé-lo desenvolver-se e
produzir uma plantula normal (Cardoso, 2009; Baskin e Baskin, 2004; Tuan et al., 2019).

A presenga da dorméncia e a promog&o da germinagao estéo ligadas ao balango
entre acido abscisico (ABA) e giberelinas (GAs) (Baskin e Baskin, 2014). O ABA tem
como principais fungdes induzir a dorméncia primaria e inibir a germinagao precoce das
sementes (Nambara ef al. 2010), atuando como um regulador negativo da germinacéo,
através da inibicdo da sintese ou da atividade das enzimas que atuam na degradacéo
da parede celular ou por impedir a expansao da radicula (Kucera et al., 2005; Chen et
al., 2007; Chen et al., 2008; Finch-Savagee Footitt, 2012; Miransari e Smith, 2014). Ja
as giberelinas, exercem papel chave na germinacdo de sementes, envolvidas tanto na
superacao da dorméncia como no controle da hidrolise de reservas (Taiz e Zeiger, 2013).
Assim, as giberelinas agem tanto na quebra da dorméncia, por atuar no silenciamento
de genes envolvidos na manutengao da dorméncia, como no desenvolvimento continuo
do alongamento do embrido, por promover a sintese de enzimas envolvidas na
mobilizac&o de reservas (Koornneet et al., 2002; Bewley, 1997).

A dorméncia em C. brasiliense deve-se principalmente a impedimentos fisicos,
causados pelo endocarpo, e fisioldgicos, decorrentes da presenga de inibidores quimicos
no embrido e pela incapacidade deste em mobilizar reservas da semente (Dombroski et
al., 1998). Em sementes do pequizeiro a dorméncia demonstra ser fisiolégica n&o
profunda (Baskin e Baskin, 2004), pois a aplicagdo de giberelinas (GAz) e
armazenamento de pirénios contribuem para superar a dorméncia e promover 0O
processo de germinacao (Mendes, 2015; Souza et al., 2017; Rodrigues et al., 2019).

Para que a germinagcédo ocorra é necessario que ocorra um desequilibrio hormonal,
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favoravel a giberelina, uma vez que o ABA induz e mantém as sementes no estado
dormente, enquanto as GAs promovem e neutralizam o efeito do ABA (Morais Junior,

2015; Kucera et al., 2005; Muller et al., 2006; Rosental et al., 2014).

3.2 Tolerancia a dessecagao de sementes

As alteragdes que ocorrem durante o processo de dessecagao e armazenamento
das sementes interferem diretamente na preservagao e conservacédo da qualidade das
sementes. A toleréncia a dessecagao é adquirida de acordo com a perda de agua das
sementes, ocorrendo, durante esse processo, diversas mudancgas bioquimicas nas
células das sementes, com a finalidade de repara-las para resistir a dessecacao de seus
tecidos (Faria et al., 2004; Vertucci e Farrant, 2017). A capacidade fisiolégica das
sementes de tolerar a dessecacao, no periodo pos-colheita, é variavel entre as espécies
(Fonseca e Freire, 2003), podendo as sementes ser classificadas em ortodoxas,
recalcitrantes ou intermediarias, de acordo com o nivel de toleréncia sob diferentes
condi¢cbes de armazenamento.

As sementes ortodoxas mantém por mais tempo a qualidade fisiolégica quando
armazenadas com baixos teores de agua (em torno de 5%) e sob baixas temperaturas,
sendo tolerante a dessecagdo (Romero-Rodriguez, et al., 2018). As recalcitrantes
caracterizam-se por nao tolerarem baixo teor de agua, sendo dispersas com elevada
umidade, entre 30% e 70%. Quando o conteudo de agua, na semente recalcitrante, &
reduzido a um nivel considerado critico, desencadeando alguns processos deterioraveis,
como a desnaturacao de proteinas, alteragdes na atividade das enzimas peroxidases e
danos no sistema de membranas, resultando na completa perda de sua viabilidade
(Roberts, 1973; Nautiyal e Purohit, 1985; Costa, 2009). Ja as sementes com
comportamento intermediario ndo suportam baixas temperaturas, porém toleram a

dessecacdo da umidade em torno de 10% a 13% (Fonseca e Freire, 2003), tendo sua
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viabilidade reduzida a graus de unidade inferiores.

A tolerdncia a dessecacgdo envolve a interagcdo de ajustes metabdlicos e
estruturais, a qual permite que as células resistam a perdas consideraveis de agua sem
a ocorréncia de prejuizos (Bonjovani e Barbedo, 2008). Para isso é necessario que se
tenha um amplo sistema de protecdo e desintoxicacdo celular, para que a semente
sobreviva no estado seco (Rajjou e Debeaujon, 2008). O ABA (acido abscisico)
apresenta relagdes direta com a tolerancia a dessecagao, pois a sintese deste horménio
esta ligada a expresséo de genes relacionados a aquisicdo da tolerancia a dessecacéao,
induzindo, assim, a sintese da LEA (Barbedo e Marcos Filho, 1998; Buitink et al., 2003;
Bartels, 2005; Bewley et al., 2013). Tomando-se como referéncia as sementes ortodoxas,
verifica-se que, apods a histodiferenciagao, as células destas sementes completam os
vacuolos com proteinas, acumulam acgucares, alteram a composi¢cdo da membrana,
produzem proteinas LEA (“late-embryogenesis-abundant’) e entram no estado vitreo,
conferindo, assim, tolerancia a desidratagao, protegendo os componentes celulares da
falta de agua, promovendo ajustamento osmoético ou substituindo a agua (Bonjovani,
2011; Han et al., 1997).

A dessecacao em sementes provoca estresse oxidativo, formando assim espécies
reativas de oxigénio (EROS). Para lidar com a formacao de EROS e o estresse oxidativo,
a célula utiliza compostos antioxidantes (Nambara et al., 2010; Pammenter e Berjak,
1999). Os sistemas antioxidantes s&o constituidos de enzimas especializadas em
remover espécies reativas de oxigénio, como a superoxido dismutase (SOD), que
catalisa a dismutagdo do radical superéxido em H202 e Oz, a catalase (CAT) e a
ascorbatoperoxidase (APX), que podem quebrar o H202 em H2O e O (Carneiro et al.,
2011). Essas enzimas atuam principalmente durante a embebi¢gdo, quando o

metabolismo das sementes é reativado (Pammenter e Berjak, 2000).
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3.3 Longevidade

A longevidade se refere ao periodo maximo em que as sementes permanecem
viaveis, em determinada condicdo de armazenamento, podendo ser curto (6 a 12
meses), médio (1 a 3 anos) e longo prazo (5 a 20 anos ou mais) (Villela, et al., 2009;
Kannababu, et al., 2020). Os principais fatores ambientais que interferem na longevidade
das sementes sdo temperatura e umidade do ambiente (Bewley et al., 2013). As
condigcbes de armazenamento das sementes podem causar atraso na germinagéo e
gerar plantulas pouco vigorosas, além de levar a perda total da capacidade germinativa
(Bewley e Black, 2012; Sano et al., 2015).

A longevidade tem a capacidade de estabilizar o sistema biolégico das sementes,
por longos periodos, através da suspensédo da atividade metabdlica, por meio do estado
vitreo, que diminui significativamente as reagdes causadas pelo envelhecimento (Silva
et al., 2011; Chatelain et al., 2012). Diferentes espécies de sementes tém variadas taxas
de deterioragcdo, mas o nivel em que a deterioracdo ocorre entre e dentro delas pode
variar largamente em raz&o de fatores genéticos e das condigdes ambientais em que as
sementes foram produzidas, secadas e armazenadas (Bewley et al., 2006). Spera et al.
(2001), avaliando a viabilidade e conservacao de sementes de buriti (Mauritia flexuosa),
verificou que sementes armazenadas a 20°C mantiveram viabilidade no nivel de 90%,
enquanto sementes armazenadas a 30°C apresentaram perda total da viabilidade. A
perda da viabilidade das sementes a 30°C pode ser explicada pelo fato destas
apresentarem maior atividade metabdlica do embrido, e maior perda de agua da
semente, com consequente desidratacdo do embrido (Popinigis, 1977). Desta forma, as
sementes de buriti mantém a viabilidade quando armazenadas no escuro por um periodo
de quatro meses e meio, em sacos de plastico selados, a temperatura de 20°C (Spera

et al., 2001).
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Sementes de espécies de cerrado podem ficar armazenadas no solo por 10 a 12
meses sem germinar, atribuindo essa longevidade ao fato das sementes apresentarem
um tegumento duro e impermeavel, contribuindo para a manutengao dessas sementes
nos bancos do solo (Sassaki et al., 1999). Alguns estudos realizados com sementes de
pequi (Caryocar brasiliense Camb.) armazenadas, demonstram que a germinagao é
reduzida com o transcorrer dos dias de armazenamentos (Mendes, 2015; Sousa et al.,
2017). Oliveira (2002) observou a reducdo da capacidade germinativa, de 70%

(sementes frescas) para 19% aos quatro meses de armazenamento.

3.4 Germinagao, emergéncia e estabelecimento de plantulas a campo

O pequi apresenta germinagao desuniforme e baixa taxa de emergéncia (Leao et
al., 2012; Bernardes, et al. 2008). As sementes apresentam dorméncia, e o periodo de
emergéncia varia de um a seis meses, apds o plantio (Santos et al., 2013). Um dos
principais fatores que impede a germinagédo e emergéncia sao o impedimento mecanico
do endocarpo e o balango hormonal embrionario, caracterizado como dorméncia
fisiologica. A presenga de substancias inibidoras, presentes no tegumento e sementes,
como o acido abscisico (ABA), pode inibir a germinagcao (Melo e Gongalves, 2001;
Rodrigues et al., 2019). Diversos trabalhos, avaliando a germinagao a partir dos pirénios
de C. brasiliense, relatam que a baixa taxa de emergéncia de plantulas, esta associada
a dorméncia (Bernardes et al., 2008; Dombroski et al., 2010; Leao et al., 2012; Mendes,
2015; Souza et al., 2017). O tratamento hormonal com acido giberélico (GA3) nos pirénios
ou sementes aumenta o percentual e a velocidade da germinagcdo, bem como a
emergéncia de plantulas (Bernardes et al., 2008; Mendes, 2015; Sousa et al., 2017). O
plantio de pirénios armazenados por 30 dias e tratados com 125 mgL-'de GAs, € um dos
meétodos eficientes para superar a dorméncia e aumentar as taxas de emergéncia

(Mendes, 2015).
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A utilizagdo de sementes de boa qualidade fisiolégica e fundamental para
processo germinativo e emergéncia de plantulas no campo. Sementes de vigor elevado
formam plantulas com maiores taxa de crescimento inicial, e sementes de baixo vigor
apresentam crescimento lento, acarretando maior tempo e desuniformidade na
emergéncia a campo (Schuch et al., 2000). O processo germinativo se inicia com a
absorgdo de agua e depende da mobilizagdo das reservas embrionarias, tais como
carboidratos, lipidios e proteinas, para que ocorra o crescimento e desenvolvimento das
plantulas (Bewley et al., 2013; Nonogaki et al., 2010).

O crescimento do eixo da plantula, do hipocdétilo e da raiz acelera apos a
germinacgao, resultando em intensas alteragbes na estrutura celular, na morfologia, na
expressao genética e mobilizagado de reservas, que interferem no estabelecimento de
plantulas (Bewley et al., 2013; Soriano et al., 2013). No periodo de estabelecimento, o
vegetal depende da mobilizagao de reservas de carbono e nitrogénio para crescimento
da pléntula e desenvolvimento do aparato fotossintético (Tan-Wilson e Wilson, 2012;
Bewley et al., 2013). No crescimento inicial das plantulas, é importante o
desenvolvimento das folhas para iniciar o estabelecimento da fotossintese. O processo
da fotossintese depende da disponibilidade de luz e temperatura, que se inicia com
utilizagdo da luz solar, onde ocorre a entrada de CO: e a liberagdo de moléculas de agua.
Com a formacgao do aparato fotossintético, a planta é considerada estabelecida, uma vez
que atingiu a fase autotrofica (Soriano et al., 2013).

Em plantas do cerrado, o déficit hidrico € um dos fatores que interferem
negativamente na emergéncia e estabelecimento de plantulas. A baixa disponibilidade
hidrica pode causar reduc¢ao do status hidrico, paralisacdo do crescimento e mortalidade
da planta (Yagmur e Kayadan, 2008; He et al., 2014). Para sobreviver sob variagdes
edaficas e climaticas, as espécies nativas do cerrado desenvolveram um mecanismo que

permite a sobrevivéncia sob condigbes ambientais adversas (Pajehu, 2018; Gongalves,
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2019). Um desses mecanismos esta relacionado a morfologia, com as plantas
desenvolvendo raizes pivotantes com elevado comprimento, possibilitando a exploragao
das camadas profundas do solo, onde ha disponibilidade de agua, mesmo na estacéo
seca (Vilela et al., 2008; Palhares et al., 2010). Outra estratégia é a perda completa ou
parcial das folhas durante o periodo seco (Franco et al., 2005). O pequi desseca a parte
aeérea, permanecendo viva a parte radicular, e no periodo chuvoso, ocorre a brotagao do
caule e folhas (Mendes, 2015; Gongalves, 2019). Além disso, em condi¢gbes de déficit
hidrico, pode ocorrer modificagdes no metabolismo de carboidratos soluveis, com o
armazenamento de carboidratos ndo-estruturais, permitindo que a planta tenha taxas de
crescimento mais baixa e maior condutancia hidraulica por unidade de area foliar,
levando a utilizagdo mais eficiente da agua, na estacéo de seca no Cerrado (Hoffmann

e Franco, 2008; Souza et al., 2005).
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Estresse oxidativo e dindmica de ABA controlam dorméncia e longevidade em sementes

armazenadas de Caryocar brasiliense (Caryocaraceae)

RESUMO

A interacao entre o estresse oxidativo e a dindmica de ABA compde os principais mecanismos de controle
da longevidade e germinacéo das sementes. No entanto, conhecimentos sobre o tema s&o ainda escassos
para espécies tropicais. O objetivo deste trabalho foi avaliar a relagédo entre estresse oxidativo, dindmica
de ABA, dorméncia e longevidade em sementes oleaginosas de Caryocar brasiliense, frutifera endémica
do Cerrado brasileiro. Pirénios (sementes envolvidas pelo endocarpo) foram armazenados em condigao
ambiental e avaliados ao longo de um ano. Foram relacionados indicadores de germinagao, deterioracgao,
estresse oxidativo (concentragdes de H202, MDA, integridade das membranas e atividades de SOD, APX,
GPX e CAT) e dinamica de ABA (expressdo de ABA1, NCED4, NCED9 e quantificagdo do horménio).
Apos a dispersao, as sementes apresentam elevados teores de agua, dorméncia pronunciada (relacionada
a sintese e concentragao de ABA) e tolerancia a deterioragdo (baixos niveis de estresse oxidativo). Entre
40 e 60 dias de armazenamento, ocorreu reducéo nos teores de dgua e aumento do estresse oxidativo,
que levaram a reducdo na sintese e acumulo de ABA e aliviagdo da dorméncia. Apds este periodo,
limitagdes no controle do estresse oxidativo causam gradual redugdo na sintese e acumulo de ABA e perda
da funcionalidade das membranas, o que resultou na deterioragcdo das sementes. A interacdo entre o
controle do estresse oxidativo e o balanco de ABA em sementes C. brasiliense definem que os melhores
niveis de qualidade (maior viabilidade e germinabilidade) ocorrem entre o segundo e terceiro més de
armazenamento.

Palavras-chave: armazenamento de sementes, expressdo génica do ABA, germinagdo, peroxidacao
lipidica, sistema antioxidante.

Oxidative stress and ABA dynamics control dormancy and longevity in stored seeds of Caryocar

brasiliense (Caryocaraceae)

ABSTRACT

The interaction between oxidative stress and ABA dynamics makes up the main mechanisms controlling
seed longevity and germination. However, knowledge on the subject is still scarce for tropical species. The
objective of this work was to evaluate the relationship between oxidative stress, ABA dynamics, dormancy
and longevity in oilseeds of Caryocar brasiliense, a fruit tree endemic to the Brazilian Cerrado. Pyreniums
(seeds surrounded by the endocarp) were stored in environmental conditions and evaluated over the course
of one year. Indicators of germination, deterioration, oxidative stress (concentrations of H202, MDA,
membrane integrity and activities of SOD, APX, GPX and CAT) and ABA dynamics (expression of ABAT1,
NCED4, NCED9 and quantification of the hormone) were listed. After dispersion, the seeds presented high
water content, pronounced dormancy (related to the synthesis and concentration of ABA) and tolerance to
deterioration (low levels of oxidative stress). Between 40 and 60 days of storage, there was reduction in
water content and an increase in oxidative stress, which leads to a reduction in the synthesis and
accumulation of ABA and relief of dormancy. After this period, limitations in the control of oxidative stress
caused a gradual reduction in the synthesis and accumulation of ABA and loss of membrane functionality,
which results in seed deterioration. The interaction between the control of oxidative stress and the ABA
balance in C. brasiliense seeds defines the best quality levels (greater viability and germinability) that occur
between the second and third months of storage.

Keywords: seed storage, ABA gene expression, germination, lipid peroxidation, antioxidant system.
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4.1 Introducao

O destino das sementes apds a dispersdo depende da interacdo entre fatores intrinsecos e
ambientais, os quais determinam a longevidade e o controle da germinagédo (Bewley et al., 2013). O
comportamento das sementes nessa fase € importante para a propagagéo, armazenamento, conservagao
ex situ, bem como para a ecologia das populagbes naturais (Vijayet al. 2015; Leperlier et al. 2018; Ferraz
et al. 2019; Silva et al., 2019). Durante o armazenamento, os lotes de sementes tendem, normalmente, a
reduzir sua viabilidade e vigor e, por outro lado, a aumentar sua capacidade germinativa (Bewley et al.,
2013; Chhabra et al., 2019). No entanto, existe grande variagdo nesse padrao entre diferentes tipos de
sementes, sendo que existem poucos trabalhos aprofundados sobre o tema para espécies tropicais
(Bewley et al., 2013).

A velocidade com que ocorre a perda da qualidade depende da capacidade de as sementes
armazenadas limitarem o processo de deterioragdo por meio de mecanismos de protegédo (Waterworth et
al., 2015; Sharma et al., 2018; West et al., 2019). O estresse oxidativo decorrente do desequilibrio entre
produgéo e remogao de espécies reativas de oxigénio (ROS) é a principal causa deperoxidagao de lipidios,
a qual resulta na perda da funcionalidade das membranas celulares € leva a deterioracdo das sementes
(Schwember e Bradford 2010; Kocsy 2015; Araldi et al., 2016). A prevengdo de niveis criticos de ROS
envolve a atuagdo de mecanismos enzimaticos (atividade de SOD, APX, GPX e CAT) e ndo enzimaticos
(ascorbato, glutationa, flavonoides) (Barbosa et al. 2014; Varjovi et al., 2015; Caverzan et al., 2016).
Quando os niveis de ROS estéo controlados, estas moléculas constituem importantes sinalizadoras em
diversos processos fisiolégicos, incluindo o controle da germinagdo (Bewley et al., 2013; Bailly, 2004,
2019). O acido abscisico (ABA) é o principal horménio envolvido na restricdo da germinagéo e tolerancia
ao estresse em sementes de diversas espécies e cujo metabolismo € influenciado fortemente pelo estresse
oxidativo (Bewley et al., 2013; Tuan et al., 2018; Bailly, 2019). Neste contexto, o estudo da interagéo entre
0 estresse oxidativo e a dindmica do ABA ¢é importante para a compreensdo do comportamento das
sementes durante o armazenamento.

O pequizeiro (Caryocar brasiliense Camb.), arvore nativa do Cerrado brasileiro, tem importancia
econdmica, social, cultural e ecoldgica (Giroldo e Scariot 2015). Os frutos oleaginosos da espécie
apresentam propriedades antioxidantes e sdo utilizados como fonte de alimento e nas industrias
farmacéuticas e de cosméticos (Bastista e Souza 2019; Reis e Schmiele 2019; Ketenoglu et al., 2020).
Entretanto, o C. brasiliensese se encontra ameacgado pelo desmatamento e extrativismo predatério, aliado
a dificuldade de reprodugdo natural, consequéncia da tendéncia de perda da viabilidadee baixa
germinabilidadede suas sementes. A propensdo a deterioragdo das sementes de C. brasiliense esta
relacionada aos elevados teores de agua (no momento da disperséo) e de 6leo (Rodrigues et al., 2020).
Por sua vez, a baixa germinabilidade é atribuida a pronunciada dorméncia, devido a associagéo entre o
endocarpo rigido que envolve a semente e impede a expansédo do embrido e o acumulo de ABA (Larcher
2000; Liu et al., 2016; Souza et al., 2017a; Rodrigues et al., 2020). No entanto, ainda n&o existem
informacgdes sobre os mecanismos envolvidos e sobre como a viabilidade e dorméncia das sementes se
alteram ao longo do armazenamento.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a interagédo entre o estresse oxidativo e a dindmica do
ABA em sementes armazenadas de C. brasiliense. Procurou-se responder as seguintes questdes: (1) como

a qualidade fisiologica e a capacidade germinativa se alteram ao longo do tempo? (lI) como a o estresse
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oxidativo e a dinamica de ABA controlama longevidade e a dorméncia?

4.2 Métodos
4.2.1 Obtengao do material vegetal e armazenamento dos pirénios

Frutos de C. Brasiliense foram coletados, apds a abscisdo natural, em, aproximadamente, 100
plantas, durante os meses de janeiro e fevereiro de 2018, no municipio de Sdo Jodo da Lagoa, norte do
estado de Minas Gerais, Brasil (16°46'42"S; 44°18'24"W). Os pirénios (semente envolvida pelo endocarpo
que consiste na unidade de dispersdo da espécie) foram obtidos dos frutos, pela retirada manual, com
auxilio de uma faca, do exocarpo e dos mesocarpos externo e interno.

Os pirénios foram armazenados por 365 dias, em local sombreado e arejado, com temperatura e
umidade relativa do ar, variando, respectivamente, entre 17,8 € 35 °C e 45% a 80%. As avaliagdes foram
realizadas na condigao inicial e aos 40, 60, 120, 240, e 365 dias de armazenamento. Nestes periodos, as
sementes foram extraidas dos pirénios, utilizando moto-esmeril, torno de bancada, alicate adaptado e
pinga conforme metodologia de Mendes (2015). As sementes que apresentaram injurias, danos

ocasionados por insetos, ma formagao, murchas ou necroses foram descartadas.

4.2.2 Avaliagéo do conteudo de agua, germinagéo e deterioragdo das sementes

Cinco repeticoes de 20 sementes, obtidas apds cada periodo de armazenamento, foram
destinadas a avaliagdo do conteudo de agua, germinagdo e deterioragdao. O conteldo de agua foi
determinado por meio da relag&o entre as massas frescas e secas das sementes, apds a desidratagdo em
estufa, a 10543 °C, por 24 horas (Brasil, 2009).

As sementes foram tratadas com os fungicidas carboxina (100 g L) e tiram (100 g L™)
(VitavaxThiram®) e semeadas em bandejas de polietileno transparente, contendo vermiculita média,
umedecida com agua destilada a 80% da capacidade de retengao. As bandejas foram mantidas em camara
de germinagao (BOD), a 30°C, com fotoperiodo de 12 horas. As sementes foram avaliadas diariamente,
por 30 dias, sendo consideradas germinadas aquelas que apresentaram ruptura do tegumento e protrusao
da raiz e/ou crescimento da plumula de 3mm. O indice de velocidade de germinacgao (IVG) foi determinado
pelo somatdrio da razdo entre o numero de sementes germinadas em cada dia e o numero de dias apés
a semeadura (Maguirre, 1962).

Ao final dos 30 dias de cultivo, as sementes que nao germinaram foram avaliadas visualmente,
sendo que aquelas com os tecidos completamente necrosados e inconsistentes foram consideradas
deterioradas, enumeradas e descartadas. As demais sementes nao germinadas foram embebidas em
solugéo de GAs, na concentragdo de 125 mg/L (Progibb 400, Abbott Laboratérios, North Chicago, EUA),

por 24h, e semeadas novamente, sendo as avaliages realizadas, conforme descrito anteriormente.

4.2.3 Quantificagdo de peroéxido de hidrogénio (H202)

A quantificagao do H202 (uma das principais ROS) foi realizada em quatro repeticbes de 30mg de
embrides, para cada periodo de armazenamento. Utilizou-se o protocolo de Alexieva et al. (2001), que se
baseia na reagao especifica entre H20: e iodeto de potassio (KI). As amostras de tecidos das sementes
foram maceradas em nitrogénio liquido, transferidas para solugdo tricloroacético (TCA) a 0,1%,

homogeneizadas em vértex por 1 minuto e centrifugadas a 10.000 g por 15 minutos a 4 °C. 500 pL do
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sobrenadante foram adicionados a 500 yL de tampao fosfato de sodio (100 mM, pH 7,5) e 2 mL de KI (1
M) e mantidos em um banho de gelo no escuro por 60 minutos, seguido de um banho de agua em
temperatura ambiente por 10 minutos. As amostras foram analisadas em espectrofotdmetro (Shimadzu,
UV-1800, Tokyo, Japao) a 390 nm; o branco consistiu em 500uLde acido tricloroacético (0,1%), 500uLde
tampéao fosfato de sodio (100 mM, pH 7,5) e 2 mL de KI (1 M). As concentragdes de H202foram estimadas
com base em curva de calibragdo preparada com solugdes conhecidas de H20z2, sujeitas aos mesmos

procedimentos descritos acima. Os resultados foram expressos em pmol por grama de massa fresca.

4.2.4 Avaliagdo da atividade enzimatica do sistema antioxidante

Foram maceradas quatro repeticdes de 20mg de embrides para cada periodo de armazenamento
em nitrogénio liquido. As amostras foram homogeneizadas em vortex, por 1 minuto, com PVPP (10% m/v),
500 pL de tampéao fosfato de sodio (50 mM, pH 6,8), 10 uL de EDTA (100 uM) e 490 pL de agua deionizada
e os extratoscentrifugados a 10.000 g a 4 °C por 15 minutos. As atividades de superoxido dismutase
(SOD), catalase (CAT) e peroxidases do ascorbato (APX) foram determinadas em 100 pL de
sobrenadante.

A atividade SOD foi determinada pela adigdo do sobrenadante a uma solugdo com tampéao fosfato
de sodio (50 mM, pH 7,8), metionina (13 mM), NBT (75 uM),100 uM de EDTA de riboflavina (2 uM) e agua
deionizada. As solugbes foram submetidas a luz fluorescente (15 W) a 25 °C. Apés 10 minutos de
exposicdo a luz, a atividade enzimatica foi encerrada com a interrupgao da luz. As reagbes de controle
foram mantidas no escuro por 10 minutos. Foi analisado o composto azul de formazan por
espectrofotometria (UV1800, Shimadzu, Téquio, Japao) a 560 nm. Uma unidade de SOD foi definida como
a atividade enzimatica que inibiu 50% da fotorreducdo do NBT, e os resultados foram revelados em U min
'mg™ proteina (Giannopolitis e Ries, 1977).

Para a determinagdo da atividade CAT, adicionou-se o extrato ao tampao fosfato de potassio (50
mM, pH6,8) e, no momento da analise, H202 recém preparado (12,5 mM). A analise foi realizada em
espectrofotdmetro (UV-1800, Shimadzu, Tokyo, Japan) a 240 nm, por 1 minuto. A atividade CAT foi
estimada, usando o coeficiente de extingdo molar (g) igual a 39,4 mM-'cm™ (Cakmak e Horst 1991) e os
resultados foram expressos em mmol de H202min"'mg™ proteina.

A anadlise da atividade da APX foi realizada pela adigdo do extrato ao tampao fosfato de potassio
(50 mM, pH 6,8) e, no momento da analise, de ascorbato (0,25 mM) e H202 (1,0 mM). A taxa de oxidagéo
do acido ascorbico foi acompanhada por 1 min, registrando os valores de absorbancia a 290 nm a cada
10 s em espectrofotdmetro (UV-1800, Shimadzu, Téquio, Japdo). A atividade APX foi determinada
utilizando ¢ igual a 2,8 mM'cm™ e os resultados foram expressos em pmol de ascorbatomin'mg™ proteina
(Nakano e Asada, 1981).

4.2.5 Quantificagao do indicador de peroxidagao lipidica malondialdeido (MDA)

Cinco repetigdes de 20 mg dos embries, para cada periodo de armazenamento, foram maceradas
e homogeneizadas em 1,5 ml de tamp&o de acido tricloroacético (TCA) a 0,1% (w/v), em vortex, por 1
minuto. O extrato foi centrifugado a 12000 g por 15 minutos, e, em seguida,1 ml do sobrenadante foi
adicionado a 3 ml de acido tio barbitdrico 0,5% (m/v) (preparado em TCA 20%). As solugbes foram

incubadas em banho termostatico a 95°C, por 60 minutos e, logo apés, resfriada em banho de gelo, durante
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10 minutos. As amostras foram analisadas em espectrofotdmetro (UV-1800, Shimadzu, Tokyo, Japan) em
comprimentos de onda de 532 e 660 nm, eliminando interferéncias pela subtragdo dos valores obtidos nos
comprimentos de onda (532-660). A quantidade de MDA foi expressa em nmol g' de massa seca (Health
e Packer 1968).

4.2.6 Estimativa da funcionalidade das membranas - avaliacdo da condutividade elétrica

Cinco repeti¢gdes de 20 sementes, de cada tempo de armazenamento, tiveram a massa mensurada
e foram submersas em 150 ml de agua ultrapura, e mantida em germinador a 30°C. A condutividade
elétrica foi determinada nos tempos 0, 6, 12, 18, 24, 36, e 48 horas (Lutron, PCD-432, Digital Instruments,
Taiwan). Apos 48 horas de embebicao, as sementes foram desidratadas em estufa, a 105°C, por 24 horas

(Brasil, 2009). Os resultados foram expressos em uS grama de massa fresca.

4.2.7 Avaliagéo da expressdo de genes das rotas de sintese do ABA

Foram excisados cinco embrides, com auxilio de bisturi, a plumula (no ponto de insergdo do
cotilédone — Fig.1) e o polo radicular (a 3 mm da sua extremidade distal — Fig.1). O RNA total foi isolado
das estruturas embrionarias obtidas de sementes armazenadas por 0 (Fig. 1a), 40, 60, 120, 240, e 365
(Fig. 1b.) dias, utilizando o TriReagent® (Sigma-Aldrich, EUA), de acordo com as instru¢des do fabricante.
A pureza e a concentragdo das amostras de RNA isoladas foram verificadas em géis de agarose a 1%
(m/v) e em um espectrofotdbmetro. A transcri¢cdo reversa foi realizada usando o kit de transcrigao reversa
de cDNA de alta capacidade (AppliedBiosystems, EUA) e 10 ug de RNA total, de acordo com as instrugdes

do fabricante. A concentragao de cDNA foi determinada espectrofotometricamente.

Figura 1: Morfologia dasemente deC. brasiliense. (A) semente recém dispersa (B) semente com 365 dias
de armazenamento. Detalhe da semente: pl (plumula) e pr (pdlo radicular).

Todas as reagbes de gPCR foram realizadas no Real-Time PCR Systems 7500 Fast
(AppliedBiosystems, EUA) de acordo com as instrugbes do fabricante. Os primers do qPCR foram
projetados para evitar as regides conservadas em Arabdopsisthaliana. As sequénciasde primers sao
mostradas na Tabela 1 (CbABA1, CbNCED4 e CbNCED9). ACT2 e GAPC2 foram utilizados como um
gene de referéncia interno para normalizar a expressao (Tabela 1). As reagbes foram realizadas em
triplicata, contendo 10 ng de cDNA, 0,5 pL de cada primer (10 pmol), 10 uL de PowerUp™ SYBR® Green
Master Mix (AppliedBiosystems, EUA) e agua Milli-Q estéril para um volume final de 20 pl. As reagbes de

amplificagédo foram realizadas nas seguintes condigdes: (1) ativagao da Taq DNA polimerase a 50 °C por
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2 minutos (2) desnaturagao inicial a 95 °C por 3 minutos (3) desnaturagédo a 95 °C por 20 segundos (4)
anelamento/extensao a 60 °C por 30 segundos. Os passos 3 e 4 foram repetidos durante 40 ciclos.

O programa Dissociation Curve 1.0 (AppliedBiosystems, EUA) foi utilizado para verificar se apenas
um unico produto de PCR foi gerado pela amplificagdo de transcritos. Reagdes de controle desprovidas
de cDNA foram usadas em todas as experiéncias. A expressao génica foi quantificada usando os métodos
comparativos Ct: 22t e 22Ct com dados obtidos de trés réplicas bioldgicas e duas réplicas experimentais
(Livak e Schmittgen, 2001).

As transcrigdes foram validadas usando o sequenciador automatico AB3500 GeneticAnalyzer
equipado com capilares de 50 cm e polimero POP7 (AppliedBiosystems, EUA). A sequenciagao foi
realizada usando o BigDye ™ Terminatorv3.1CycleSequencing Kit (AppliedBiosystems, EUA). A
sequéncia de consenso das submissdes resultantes de 5 'e 3' UTR foi pesquisada no banco de dados
Phytozomev12.1 (https: //phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html) usando BLAST e BLASTx. Os resultados

dessa andlise sdo apresentados no material complementar.

Tabela 1. Primers utilizados nas analises de gPCR de tecido embrionario de C. brasiliense

Simbolo Gene Primer Referéncias
CbABA1 ABA deficient 1 F: 5- AACCCGGAGGAGTATCTGG -3  Bentsink et al.
R: 5- AAACACCAATCCTCCGATTC -3°  (2006)

CbNCED4 Nine-cis- F: 5- TCTCGCAACAGCTCTCTTCA-3 Wang et al.
epoxycarotenoid R: 5- AGAGTGCCGTGGATGATTTC -3 (2013)
dioxygenase 4

CbNCED9 Nine-cis- F: 5- ATCGACCGGAGAGATTCGAAAG Liu et al. (2007)
epoxycarotenoid -3
dioxygenase 9 R: 5- TCACCTTCTCCTCGTCGTGAAC

-3
CbACT2  Actin2 F: 5- CTCTCCTTGTACGCCAGTGGTC Liu et al. (2007)
-3
R: 5- TAAGGTCACGTCCAGCAAGGTC
-3

CbGAPC2 Glyceraldehyde-3- F: 5- TGGTGACAACAGGTCAAGCA -3 Gao et al. (2015)
phosphate R: 5- AAACTTGTCGCTCAATGCAATC
dehydrogenase -3

4.2.8 Quantificagdo do ABA

Quatro repeticdes de 50 mg da plumula e do polo radicular foram extraidas de embribes de
sementes em cada periodo de armazenamento. A quantificacdo do ABA foi realizada, conforme
metodologia adaptada de Miiller e Munné-Bosch (2011). O padrao analitico ABA e os extratos das duas
estruturas foram analisados em um sistema UPLC acoplado a um detector de arranjo de diodo (1290
Infinity, Agilent Technologies, Santa Clara, EUA). 20 yL de cada amostra foram injetados na coluna
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analitica (15 cm x 4,6 mm, 5 ym) (Kinetex, Phenomenex, Torrance, EUA). O gradiente de eluigéo foi
realizado com agua ultrapura acidificada a 0,05% de acido acético (solvente A) e acetonitrila com 0,05%
de acido acético (solvente B). A temperatura foi mantida a 30 °C e o fluxo da fase moével foi de 0,600 mL
min~". A detecgao utilizou o comprimento de onda de 250 nm e a identificagédo do pico cromatografico do
ABA nas amostras foi realizada comparando seu tempo de retengdo com o do padrdo analitico. Cada
avaliagao foi realizada duas vezes para cada replicagao bioldgica. Os resultados foram expressos em uma

base de peso fresco.

4.2.9 Anélise estatistica

O experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado. Os dados foram submetidos
a analise de variancia pelo teste F, quando significativos(p<0,05), e as médias do contetdo de agua, MDA,
condutividade elétrica foram ajustadas a equagdes de regressdo, enquanto as médias dos dados de
germinagao, IVG, deterioragédo das sementes, H20-, atividade enzimatica, expressao génica e ABA foram

comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

4.3 Resultados
As sementes recém-dispersas de C. brasiliense apresentavam contetdo de agua de 40,9%, o qual
diminuiu ao longo do armazenamento para 9,8%, aos 40 dias, e 7%, aos 60 dias. A partir desse tempo, o

teor de agua se manteve constante até o final da avaliagédo (Fig. 2).
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Figura 2. Conteudo de agua de sementes de C. brasiliense armazenadas por 365 dias, em condigédo
ambiental.

As sementes armazenadas por 365 dias ndo germinaram (Fig. 3a). Naquelas submetidas aos
demais tratamentos, a germinagdo se iniciou entre nove e 12 dias apdés a semeadura e apresentou
tendéncia de estabilizacdo entre 24 e 30 dias. Aos 30 dias ap6s a semeadura, todos os tratamentos
divergiram entre si, sendo que, o armazenamento por 40 dias proporcionou maior germinagao (37%),
enquanto que as sementes recém dispersas germinaram em baixos percentuais (16%). Apos a aplicagao
do GAs, aos 30 dias pos-semeadura, ocorreu um aumento acentuado na germinabilidade, principalmente
nas sementes armazenadas entre 0 e 60 dias. Entretanto, o uso do GAsz em sementes estocadas por 240
dias ndo alterou a taxa de germinacdo. O armazenamento das sementes por 40 dias, associado a

aplicagéo do GAs, proporcionou a maior taxa de germinagao (80%), seguido pelos tratamentos 60 dias de
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armazenamento e auséncia de armazenamento (Fig. 3a). O armazenamento das sementes por 40 e 60
dias proporcionaram IVG superior aos demais tratamentos, os quais ndo divergiram entre si (com excegao

do armazenamento por 365 dias, que foi zero) (Fig. 3b).
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Figura 3. Porcentagem de germinagao acumulada (a seta indicando a época da aplicagao de GAs) (a) e
indice de Velocidade de germinagdo (IVG), aos 30 dias pds-plantio (b), de sementes de C. brasiliense
armazenadas por 365 dias, em condigdo ambiental. Letras diferentes indicam diferenga estatistica, pelo
teste Tukey, p<0.05, aos 30 e 60 dias pos-semeadura. As barras representam o erro padrao da média.

O aumento no tempo estocagem proporcionou acréscimos na deterioragdo das sementes, apés
30 e 60 dias da semeadura (Fig. 4). No entanto, a auséncia de armazenamento proporcionou maior
deterioragdo, em relacdo ao armazenamento por 40 dias e ndo divergiu do armazenamento por 60 dias.
Aos 60 dias, o pds-plantio ocorreu um aumento de no maximo 6% na taxa de deterioragdo das sementes
em relagdo a avaliagdo realizada aos 30 dias (dados n&do apresentados). A deterioragdo de 100% das
sementes armazenadas por 365 dias indica que esta é a causa da auséncia de germinagdo nesse
tratamento (Fig. 3a).
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Figura 4. Porcentagem de deterioragao das sementes de C. brasiliense armazenadas por 365 dias, apds
30 dias da semeadura. Letras diferentes indicam diferenca estatistica, pelo teste Tukey, p<0.05. As barras
representam o erro padrao da média.

Os niveis de H202, que eram baixos nas sementes recém dispersas e naquelas armazenadas por
40 dias, aumentaram significativamente (mais de duas vezes) a partir dos 60 dias de armazenamento,
sendo que, a partir dai os tratamentos, ndo divergiram entre si (Fig. 5a). A atividade SOD nas sementes

recém dispersas foi maior que nas sementes armazenadas por 240 e 360 dias e ndo apresentou diferencas
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significativas na comparagao entre os tempos de armazenamento (Fig. 5b). A atividade CAT foi cerca de
quatro vezes maior aos 60 dias de armazenamento, em relacdo aos demais tratamentos, os quais nao

divergiram entre si (Fig. 5c). A atividade APX néo foi detectada em nenhum dos tratamentos.
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Figura 5. Concentragéo de peroxido de hidrogénio (H202) (a) e atividade de catalase (CAT) (b) e de
superoxido dismutase (SOD) (c) em sementes de C. Brasiliense armazenadas por 365 dias. Letras
diferentes indicam diferencga estatistica, pelo teste Tukey, p<0.05. As barras representam o erro padrdo da
média.

A concentragdo de MDA aumentou ao longo do tempo de armazenamento das sementes, com
incremento de 5,7 vezes, nos primeiros 40 dias de estocagem (Fig. 6). Entretanto, esses incrementos se
tornaram cada vez menores entre os intervalos de tempo ao longo do armazenamento, principalmente,
nos dois ultimos, com aumento em quatro meses, entre 120 e 240 dias, de 1,2 vez, e, entre 240 e 365
dias, de 1,1 vez. Isso proporcionou uma tendéncia geral de estabilizagdo na concentracdo de MDA,

especialmente, a partir de 240 dias de armazenamento
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Figura 6. Concentragdo de malondialdeido (MDA) em sementes de C. brasiliense armazenadas por 0, 40,
60, 120, 240 e 365 dias.

Na estimativa da funcionalidade das membranas (avaliagdo da lixiviagdo de solutos por
condutividade elétrica), houve efeito da interagéo entre os tempos de armazenamento e de embebigao.
Em todos os periodos de estocagem, a condutividade elétrica aumentou linearmente com o avang¢o no
tempo de embebigdo (Fig.7). Apos seis horas de embebicdo, ndo se observou diferengas entre os
tratamentos, porém, a partir de 12 horas, foi identificada elevada liberagdo de solutos nas sementes
armazenadas a partir de 120 dias. Ao final da avaliagao, a lixiviagdo nas sementes armazenadas por 365
dias foi superior aos demais tratamentos, enquanto as sementes armazenadas por até 60 dias

proporcionaram menores niveis de condutividade elétrica.
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Figura 7. Condutividade elétrica de sementes de C. brasiliense armazenadas por 365dias e imersas por
48h em agua deionizada. Letras diferentes indicam diferencga estatistica, pelo teste Tukey, p<0.05, as 6h
e 48h de embebicéo das sementes. A seta indica o tempo de embebigdo em que os trés primeiros tempos
de armazenamento tornam-se diferentes dos demais.

Os genes, ABA1, NCED4 e NCED9, foram expressos na plumula e no polo radicular em niveis
diferentes e em todos os tempos de armazenamento das sementes (Fig. 8a-c). As sementes recém-
dispersas nao apresentaram diferenga de expressao entre as estruturas para os trés genes (Fig.8a-c). A
partir dos 40 dias de armazenamento, até o final das avaliagcdes, a maior atividade do ABA1 foi verificada
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na plumula (Fig. 8a), e de NCED4 e NCED9, no polo radicular (Figura 8b-c). De forma geral, tanto na
plumula quanto no polo radicular, ocorreu redugéo na expresséo dos trés genes, entre o periodo de coleta
da semente até o seu armazenamento por 60 dias (Fig. 8a-c). A partir dos 120 dias de estocagem,

independente da estrutura, houve pequena alteragao na expressdo de ABA1, NCED4 e NCEDS9.
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Figura 8. Analise de expressao génica de ABA1 (a) NCED4 (b) e NCED9 (c), na plumula e polo radicular,
em sementes de C. brasiliense armazenadas por 365 dias, via gqPCR. GAPC2 e ACT2 foram utilizados
como controles enddgenos. Letras maiusculas comparam as estruturas das sementes (plumula e polo
radicular) dentro de cada tempo de armazenamento, enquanto as minusculas, tempos de armazenamento
dentro de cada estrutura, pelo teste Tukey, p<0.05. As barras representam o erro padrao da média.

As concentragbes de ABA, independentemente da estrutura da semente, reduziram ao longo do
tempo, sendo a redugéo mais expressiva entre a condigéo inicial e 40 dias de armazenamento (Fig. 9). A
plumula apresentou, em média, um acumulo de ABA, 1,31 vezes, superior a radicula para sementes
recém-dispersas e armazenadas por 40 dias. Para os demais tratamentos, ndo houve diferenga na

quantidade de ABA nas duas estruturas.
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Figura 9. Concentragdes de acido abscisico (ABA) na plumula e no polo radicular de sementes de C.
brasiliense armazenadas por 365 dias. Letras maiusculas comparam as estruturas das sementes (plumula
e polo radicular) dentro de cada tempo de armazenamento, enquanto as minusculas, tempos de
armazenamento dentro de cada estrutura, pelo teste Tukey, p<0.05. As barras representam o erro padréao
da média.

4.5 Discussao

4.5.1 Qualidade fisiolégica e capacidade germinativa ao longo do tempo

Os niveis maximos de qualidade fisiolégica e germinabilidade ocorrem entre 40 e 60 dias de
armazenamento das sementes de pequizeiro. Nesse periodo, sdo atingidos os valores maximos de
germinagao e vigor (associado ao IVG) e minimo de deterioragdo das sementes (Fig. 10a-b). De forma
geral, o armazenamento reduz o vigor e a viabilidade das sementes, porém (devido a pés-maturagéo, no
curto prazo), comumente, aumenta a taxa de germinagao (Bewley et al., 2013). No caso do pequizeiro,
logo apdés um curto periodo de armazenamento, a qualidade fisiolégica e germinabilidade das sementes
aumentam, principalmente, em fung¢édo da superagao da dorméncia. Nossos resultados mostraram que o
aumento da germinabilidade nessa ocasido esta associado ao aumento da sensibilidade ao GA3 (Fig. 3a,
10b). O GAs e 0 armazenamento promovem a germinagado em sementes de pequizeiro, como demonstrado
em alguns trabalhos (Dombroski et al., 2010; Sousa et al., 2017a, b). As giberelinas estimulam o
afrouxamento da parece celular, permitindo a expanséo e alongamento das células do embrido, o que, em
muitos casos, € crucial para a protrusdo da radicula e/ou cauliculo (Nonogaki et al., 2010; Bewley, 2013;
Baskin e Baskin 2014; Sousa et al., 2017a). Ja o armazenamento leva a redugéo da concentragéo do ABA,
a sintese e aumento na sensibilidade a GAs, promovendo aumento na taxa GAs/ABA, o que foi constatado
para varias espécies, inclusive para o pequizeiro (Neves et al., 2013; Ribeiro et al., 2015; Sousa et al.,
2017a).
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Figura 10. Esquema integrando as alteragbes nas sementes de Caryocar brasiliense durante o
armazenamento por 365 dias. a) Alteragbes na taxa de deterioragdo e dorméncia. b) Alteragdes
fisiolégicas. c) Interagéo entre o estresse oxidativo, superagédo da dorméncia e deterioragdo das sementes.
A faixa cinza representa a fase de maior qualidadee menor nivel de dorméncia.

O armazenamento prolongado de sementes de C. brasiliense, apds 60 dias, reduz a qualidade
fisiolégica e a capacidade germinativa. Isso € demonstrado pelas menores taxas de germinagao, redugéo
no vigor (IVG) e aumento na taxa deterioragdo da semente apés 60 dias de estocagem (Fig. 10a-b). A
reducdo da capacidade germinativa das sementes armazenadas esta relacionada as transformacgdes
degenerativas irreversiveis (lesdes celular e molecular) que as sementes sofrem apos ter atingido seu
nivel maximo da qualidade fisioldgica, reduzindo, inevitavelmente, o vigor das sementes (Costa et al.,
2012; Chaves et al., 2012; Bewley et al., 2013). Assim, o processo de deterioragdo € intensificado com o
aumento do tempo de armazenamento das sementes e as condigbes nas quais estdo submetidas (Bewley
et al., 2013). Estudos realizados com C. brasiliense apo6s periodo de estocagem a seco, constataram
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elevada taxa de deterioragdo apos dois meses de armazenamento (Mendes, 2015; Souza et al., 2017a).
Os dados apresentados no presente estudo demonstram que tratamentos pré-germinativos, como
a aplicacdo de GAs associado com o armazenamento de pirénios por 40 e 60 dias, promovem a
germinagao, sem comprometer a qualidade fisiolégica das sementes. A conservagdo de populagdes
naturais, o melhoramento genético e a implantacdo de cultivos comerciais de pequizeiro sdo dependentes
da producdo de mudas em larga escala e nossos resultados podem ser Uteis para o estabelecimento de

protocolos eficientes de propagagéo da espécie.

4.5.2 O estresse oxidativo e a dindmica de ABA controlam a longevidade e a dorméncia

Apods 60 dias de armazenamento, a deterioracdo das sementes de pequizeiro € causada pela
incapacidade de controle do estresse oxidativo. A estocagem das sementes, a partir desse periodo,
proporciona elevadas concentragdes de MDA e alta condutividade elétrica, o que esta associado a reducao
na germinabilidade e na longevidade das sementes (Fig. 10a-b). Durante o armazenamento a seco das
sementes (pds-maturagao), o estresse hidrico decorrente da desidratagao leva ao acumulo de EROs, as
quais podem causar estresse oxidativo, caso o sistema antioxidante ndo seja eficiente em sua remogao
(Bailly 2004; Job et al. 2005). O incremento na produgdo de MDA (consequéncia da peroxidagédo de
lipidios) e o extravasamento de solutos, caracterizam danos as membranas celulares, (Khan e Panda
2008). Portanto, as sementes de C. brasiliense podem nao possuir um sistema de reparo de membranas
eficiente, limitando o tempo de armazenamento até 60 dias, quando as sementes isoladas sao colocadas
para germinar (Fig. 10c).

O peroxido de hidrogénio € uma das principais EROS e sua presenga em niveis controlados pode
ter consequéncias positivas (na redugao dos niveis de ABA e superagdo da dorméncia, por exemplo),
enquanto seu acumulo acarreta estresse oxidativo, com peroxidacéo de lipidios, danos a membranas e
perda de viabilidade das sementes (Demidchik 2015; Wojtyla et al., 2016; Waszczak et al. 2018). No
sistema antioxidante de sementes de C. brasilense, foi detectado atividade de SOD e a CAT. A enzima
SOD desempenha maior atividade em sementes recém-dispersas e menor nos periodos finais de
armazenamento. A maior atividade da SOD nessa fase esta associada a atuagao na primeira linha do
sistema de defesa contra EROs, dismutando radicais de superdxido livre (O27) em oxigénio molecular (Oz2)
e H202 (Alscher et al., 2002; Bailly, 2004). A CAT, por sua vez, é responsavel pela decomposi¢do do H20-
em Oz e agua, prevenindo seu acumulo (Mittler, 2002). A CAT apresenta maior atividade aos 60 dias, com
reducdo nos outros tempos de armazenamento, indicando que o sistema antioxidante falha ao controlar
0 acumulo do peroxido de hidrogénio. A redugao da atividade CAT pode ter contribuido para a peroxidagao
lipidica, tanto pelo excesso de H20z2, quanto pela converséo deste em radical hidroxila (OH) (via reagéo
de Fenton), que é altamente reativo e danoso as membranas celulares (Bailly, 2004; Bailly, 2019).
Portanto, a diminuicdo da atividade da CAT deixa as sementes C. brasilienses mais propicias aos efeitos
negativos das EROs e contribui para a perda de viabilidade e menor longevidade a partir de 60 dias de
armazenamento (Fig. 10c).

A dorméncia das sementes de C. brasiliense tem forte regulagdo pela concentragdo de acido
abscisico no embrido. O armazenamento promove a diminui¢do dos niveis de acido abscisico no embrido,
constatado pela redugéo do seu teor e da expressao de genes associado a biossintese do ABA (Fig. 8, 9,

10b). As alteragdes fisiolégicas mais frequentes na pés-maturagdo sédo a redugédo do ABA, o aumento da
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sensibilidade as GAs e o balango favoravel a germinagédo entre GAs e ABA (Finch-Savage e Leubner-
Metzger, 2006; Baskin e Baskin, 2014). Essas alteragbes podem ser reguladas por quantidades
adequadas de peroxido de hidrogénio, que funcionam como moléculas de sinalizagdo (Bailly 2019). A
regulagdo dessa substancia € controlada pelo sistema antioxidante celular (EI-Maarouf-Bouteau et al.,
2013; Wojtyla et al., 2016), que, no curto periodo de armazenamento das sementes de pequizeiro, até 60
dias, manteve o nivel de perdxido de hidrogénio como uma sinalizagdo oxidativa que reduz a dorméncia e
promove a germinagao (Fig. 10c).

A variacdo no teor de ABA esta associada diretamente as altera¢cdes da expressédo dos genes
ABA1, NCED4 e NCED9, que codificam a sintese de compostos da rota de biogénese do horménio (Qin
e Zeevaart, 2002; Finkelstein et al., 2008; Rodrigues et al., 2020). O gene ABA1, expresso na plumula e
radicula, apresenta maiores valores nas duas épocas iniciais de armazenamento. A expressao deste gene
também foi verificada em outro estudo durante o desenvolvimento de sementes de C. brasiliense
(Rodrigues et al., 2020). O ABA1 tem a fungao de codificar a enzima zeaxantina epoxidase, a primeira na
biossintese de ABA (Audran et al., 2001; Chao et al., 2014), tendo papel importante na regulagdo do
acumulo de ABA ao longo do desenvolvimento das sementes (Seoand Koshiba, 2002; Chao et al., 2014).
Os genes NCED4 e NCED9 também s&o expressos de forma significativa nas sementes recém-dispersa
e nas duas extremidades do embrido, porém em niveis mais altos no pélo radicular, como observado no
estudo com Paris polyphylla var. yunnanensis, (Qi et al., 2013). Entretanto, durante o desenvolvimento da
semente de pequizeiro somente ha atividade destes genes no polo radicular e na fase final de formagao
do embrido (Rodrigues et al., 2020). Isso indica que o polo radicular € uma importante regido de sintese
hormonal em sementes de C. brasiliense. Os NCEDs pertencem a uma pequena familia multigénica e séo
responsaveis pela codificagao de sintese de enzimas, especialmente 9-cis-epoxicarotendide dioxigenase,
que atua na rota final de biossintese do ABA, levando a maturacao e a inducdo da dorméncia em sementes
(Lefebvre et al., 2006; Frey et al., 2004).

Apesar de restringir o tempo de semeio, o uso de um curto periodo de armazenamento e da
semente isolada de pequizeiro proporciona rapida e elevada taxa de germinacgéo, o que abre possibilidades
de estudos que investiguem protocolos para pré-germinagdo em larga escala da espécie. O ABA, além de
ser um hormoénio ligado a manutengcdo dorméncia, também atua em rotas de sintese e degradacéo
influenciada pelo estresse oxidativo, podendo ainda atuar na eficiéncia do sistema antioxidante (Ozfidan
et al., 2012). Nossos resultados indicam que C. brasiliense possui capacidade de resisténcia ao estresse
oxidativo, porém, por periodo de armazenamento limitado, evidenciado pelo aumento das concentra¢des
de H20:2 e das atividades das enzimas do sistema antioxidante, a qual atua na prevengao do estresse

oxidativos (Fig. 10b-c).

4.6 Conclusoes

As sementes recém-dispersas e armazenadas até 60 dias possuem baixa capacidade de
germinagao em fungdo da sua dorméncia. A dorméncia em sementes de C. brasiliense esta associada a
altos teores de ABA no embrido. O armazenamento reduz a dorméncia, por meio da diminuicdo da
expressao dos genes ABA1, NCED4 e NCEDS9 e dos niveis de ABA, além do aumento da sensibilidade a
giberelinas. Apds 60 dias de armazenamento, eleva-se a taxa de deterioragdo das sementes. A perda da

viabilidade é causada pelo estresse oxidativo e consequente peroxidacéo lipidica, indicada pelo excessivo
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conteudo de peroxido de hidrogénio, MDA e perda da funcionalidade das membras. O sistema enzimatico
antioxidante é eficiente no curto prazo, permitindo o uso das EROS como sinalizadoras nas vias de
superagao da dorméncia, mas ineficiente, a longo prazo (baixa atividade de catalase), tornando as
sementes vulneraveis a deterioragdo. A pds-maturacao das sementes de C. brasiliense por 40-60 dias e o
uso de GAs3 neste periodo sdo eficientes para superagdo da dorméncia e podem ser Uteis para a

propagacéo desta importante frutifera do Cerrado.
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Disponibilidade hidrica, estabelecimento e desenvolvimento inicial de Caryocar brasiliense

(Caryocaraceae)

RESUMO
Em ambientes sazonais, o ajuste das estratégias reprodutivas e padrdes de desenvolvimento inicial das
plantas a disponibilidade hidrica é fundamental para a manutencdo das populagbes naturais. O
conhecimento sobre mecanismos adaptativos a sazonalidade € importante para a conservagao e
domesticagao de espécies de interesse. Objetivou-se avaliar a influéncia da disponibilidade hidrica sobre
o estabelecimento e desenvolvimento de plantulas de Caryocar brasiliense, arvore frutifera endémica do
bioma Cerrado e importante economicamente. Avaliou-se o efeito da disponibilidade hidrica (por meio de
irrigagao) e do tempo (seis avaliagbes), ao longo de um ano, sobre a germinagéo de pirénios (endocarpo
+ semente), sobrevivéncia e morfologia das plantulas e anatomia do hipocétilo (estrutura caulinar
subterranea). A irrigagéo favorece a emergéncia das plantulas e o desenvolvimento do caule, folhas e
raizes (estas nas fases finais de avaliagédo). No entanto, o desenvolvimento das plantas € maior na estagédo
umida/quente, independentemente do uso de irrigagdo. O hipocotilo é persistente, tem crescimento
secundario influenciado positivamente pela disponibilidade hidrica e constitui estrutura de resisténcia,
acumulando e disponibilizando amido. As plantulas e plantas jovens de C. brasiliense sao notavelmente
resistentes a seca, contando como mecanismos adaptativos o comportamento deciduo, o desenvolvimento
do hipocétilo como estrutura de reserva e o sistema radicular profundo. No entanto, a irrigagédo favorece o
estabelecimento e o desenvolvimento inicial na espécie, o que é importante para a implantacao de cultivos,

bem como a recuperagéo de areas degradadas.

Palavras-chave: Déficit hidrico. Germinagao. Emergéncia de plantulas. Irrigagéo. Morfologia de plantulas.

Pirénios.



53

Water availability, establishment and initial development of Caryocar brasiliense (Caryocaraceae)

ABSTRACT

In seasonal environments, adjusting reproductive strategies and early plant development patterns to water
availability is essential for maintaining natural populations. Awareness of adaptive mechanisms to
seasonality is important for the conservation and domestication of species of interest. The objective was to
evaluate the influence of water availability on the establishment and development of seedlings of Caryocar
brasiliense, an economically-important fruit tree that is endemic to the Cerrado biome. The effect of water
availability (through irrigation) and time (six evaluations) over the course of a year was evaluated on the
germination of pyrenes (endocarp + seed), seedling survival and morphology as well as hypocotyl anatomy
(subterranean stem structure). Irrigation favors the emergence of seedlings and the development of the
stem, leaves and roots (in final stages of evaluation). However, plant development is greater in the wet/hot
season, regardless of the use of irrigation. The hypocotyl is persistent, has secondary growth positively
influenced by water availability and constitutes a resistance structure, accumulating and making starch
available. Seedlings and young plants of C. brasiliense are remarkably resistant to drought, with deciduous
behavior, the development of the hypocotyl as a reserve structure, and the deep root system as adaptive
mechanisms. However, irrigation favors the establishment and initial development of the species, which is

important for the implementation of crops and the recovery of degraded areas.

Keywords: Water deficit. Germination. Seedling emergence. Irrigation. Seedling morphology. Pyrenees.
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5.1 Introdugéo

Caryocar brasiliense (Camb.), ou pequizeiro, € uma arvore frutifera endémica do Cerrado
brasileiro. Os frutos oleaginosos da espécie sdo consumidos in natura e utilizados na industria alimenticia
e cosmética, o que impacta positivamente a economia das populagdes tradicionais (Guedes et al. 2017).
O pequizeiro tem também importancia ecoldgica, pois fornece alimento para a fauna e pode ser utilizado
na recuperagao de areas degradadas (Rodrigues et al., 2020). Por outro lado, a expansao agricola no
Cerrado, o extrativismo intensivo dos frutos e a dificuldade da reproducao natural, tém colocado a espécie
em risco, justificando a implantagéo de projetos para seu cultivo.

A produgao de mudas de pequizeiro € importante para a domesticagcédo e conservacao da espécie,
porém enfrenta dificuldades em fungdo da dorméncia (bloqueio da germinagédo) de seus diasporos
(pirénios: sementes envolvidas pelo endocarpo) (Sousa et al., 2017a; Rodrigues et al., 2020). A dorméncia
na especie esta relacionada a presenga de endocarpo rigido que limita o crescimento do embrido,
associada ao desbalango entre os hormonios giberelinas e acido abscisico (Sousa et al., 2017a; Rodrigues
et al., 2020). Apesar de existirem alguns métodos para a superagao da dorméncia dos diasporos de
pequizeiro em condicao de laboratdrio e viveiro, envolvendo o armazenamento e a aplicagao de giberelinas
(Dombroski et al., 2010; Sousa et al., 2017a, b; Lacerda et al., 2022), sdo escassas as informagbes sobre
a superacado da dorméncia e o estabelecimento das plantulas em condi¢des ambientais (Pajehu, 2018;
Costa et al., 2022).

A absorgao de agua marca o inicio da germinagao (Bewley et al., 2013) e a disponibilidade hidrica
€ um fator chave para o controle do processo em ambientes sazonais, como o Cerrado (Baskin e Baskin
2014; Ribeiro et al., 2021). Além disso, a tolerancia dos embrides da maioria das sementes (denominadas
ortodoxas) a desidratagao € perdida apos a conclusdo da germinagéo, o que limita o estabelecimento das
plantulas (Bewley et al., 2013). No caso de plantas do Cerrado, sabe-se que a germinagao, a emergéncia,
a sobrevivéncia e o crescimento das plantulas sdo restringidos sob condigbes de déficit hidrico,
temperaturas elevadas e o fogo, o que é particularmente importante, considerando-se, além da
sazonalidade, a irregularidade do regime pluviométrico e as variagdes térmicas (Hoffmann, 2000; Oliveira
et al., 2005; Salazar e Goldstein, 2014; Silva et al., 2015; Pellizzaro et al., 2017; Ribeiro et al., 2021; Chaid
et al., 2023). As sementes do pequizeiro sao ortodoxas e as plantas adultas sdo notavelmente resistentes
ao déficit hidrico e temperaturas elevadas (Sousa ef al., 2017b), no entanto, existem evidéncias da
sensibilidade das plantulas, o que afeta a emergéncia, a sobrevivéncia e o desenvolvimento (Sousa et al.,
2017b; Pajehu, 2018; Gongalves, 2019; Scalon et al., 2020). Neste contexto, a investigagéo sobre o efeito
da disponibilizagdo de agua suplementar, via irrigacédo, durante as estagées do ano, no estabelecimento
das plantulas do pequizeiro, pode fornecer informacdes interessantes sobre a relagido da espécie com o
ambiente e para o desenvolvimento de tecnologias de cultivo, como tem sido apontado para outras
espécies do Cerrado (Matos et al., 2018; Garcia-Nunes et al., 2019; Chaid et al., 2023).

A maioria das espécies nativas do Cerrado possui crescimento lento, devido ao maior investimento
em orgaos subterrdneos (raizes e estruturas de resisténcia), sendo o balango entre as partes
aérea/subterranea um importante fator adaptativo ao clima sazonal (Saboya e Borghetti, 2012; Silva et al.,
2015; Pellizzaro et al., 2017; Passaretti et al., 2019; Chaib et al., 2023; Terra et al., 2023). Outra estratégia
fenoldgica de sobrevivéncia é a perda completa ou parcial da parte aérea durante o periodo seco, com a

produgéo de novas brotagbes a partir de estruturas subterraneas no inicio do periodo chuvoso (Oliveira e
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Silva, 1993; Franco et al., 2005; Salazar e Goldstein, 2014; Garcia-Nufies et al., 2019). O hipocétilo de C.
brasiliense desenvolve um 6rgéo subterraneo, possivelmente envolvido no armazenamento de reservas
(Barradas, 1973; Sousa et al., 2017a). No entanto, ndo existem na literatura estudos sobre o
desenvolvimento pos-plantio do hipocétilo na espécie, assim como o ciclo foliar e o balango das partes
aérea/subterranea. O estudo desses aspectos podera contribuir para ampliagcdo dos conhecimentos
botanicos sobre C. brasiliense e fornecer subsidios para programas de domesticagdo da espécie e sua
utilizagédo na recuperacéo de areas degradadas.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a influéncia da disponibilidade hidrica, via irrigagéo, ao
longo de um ano, sobre a germinagao de pirénios, sobrevivéncia e desenvolvimento de plantulas de C.
brasiliense. Procurou-se responder as seguintes questodes: () qual a influéncia da disponibilidade hidrica
na germinagdo e desenvolvimento de plantulas de pequizeiro ao longo de duas estagbes no Cerrado? (ll)
quais os papeis do hipocdtilo, do ciclo foliar e do balango entre as partes aérea/subterrdnea no

desenvolvimento e relagdo da planta com o ambiente?

5.2 Métodos

5.2.1 Material vegetal e procedimentos iniciais

Frutos maduros de Caryocar brasiliense foram coletados apds a abscisao natural, no més de
janeiro 2018, em aproximadamente 100 plantas, no municipio de Sdo Jodo da Lagoa, norte do estado de
Minas Gerais, Brasil (16°46'42"S; 44°18'24"W). O exocarpo e os mesocarpo externo e interno foram
retirados manualmente, com auxilio de uma faca, e os pirénios (semente envolvida pelo endocarpo). Os
pirénios foram armazenados por 30 dias em local sombreado e arejado, com temperatura e umidade
relativa do ar, variando, respectivamente, entre 20,79 e 34,02 °C e 50 a 80% (INMET, 2021). Antes e apds
armazenamento, amostras de 100 pirénios foram coletadas, extraindo-se as sementes por meio de
motoesmeril, torno de bancada e alicate de bico com abertura invertida e com uma chapa de metal na
ponta (Mendes, 2015). As sementes que apresentaram ma-formagao, enegrecidas, pequenas, murchas,
danos ocasionados por insetos, ou inconsistentes foram contabilizadas como visualmente inviaveis e
descartadas. As sementes sem danos aparentes foram avaliadas quanto ao teor de agua, pelo método da
estufa, com cinco repetigdes de 10 sementes a 105°C por 24 horas (Brasil, 2009).

Apds o armazenamento, os pirénios foram embebidos por imersdao em agua, por 10 dias, com
troca diaria da agua. Em seguida, os pirénios foram imersos em solugdo de 125 mg/L de acido giberélico

(GA3) por quatro dias para a superagao da dorméncia (Mendes, 2015).

5.2.2 Instalagdo e conducéao do experimento

Os pirénios foram semeados em canteiro com altura de 30 cm e largura 1,08 m, no setor de
fruticultura do Instituto de Ciéncias Agrarias (ICA) da UFMG em Montes Claros - MG (16°68'20"S;
43°83'96"W). O canteiro foi preenchido com solo oriundo de areas do Cerrado sensu stricto. O Clima da
regido é tropical, classificado como Aw segundo Képpen e Geiger, com uma estagéo seca bem definida,
associada aos meses mais frios, temperatura média anual de 23,1°C e pluviosidade total anual de 1.086,4
mm (Climate-data.org, 2018; INMET, 2021).
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Os pirénios foram semeados, em fevereiro de 2018, no espacamento de 2 x 2 cm e a 5 cm de
profundidade. Metade dos pirénios foi irrigada ao longo de todo o periodo do experimento (um ano),
enquanto o restante ndo recebeu irrigacdo. Na condigao inicial (fevereiro de 2018) e apos 80, 120, 180,
240, 300 e 365 dias pos-semeio (meses de maio, junho, agosto, outubro, dezembro de 2018 e fevereiro
de 2019), cinco repeti¢gdes de 60 pirénios, escolhidas de forma aleatoria, foram coletadas para avaliagoes.

O experimento foi estabelecido em delineamento inteiramente casualizado, dispostos, em parcelas
subdivididas, com cinco repeti¢cdes. As parcelas foram constituidas pela presenga ou nao da irrigagao,
enquanto as subparcelas, pelas seis épocas de avaliagao.

As temperaturas maxima, média e minima, bem como a precipitagdo, foram coletadas
mensalmente, durante todo o experimento, no periodo de janeiro de 2018 a fevereiro de 2019, obtidas no
banco de dados do Instituto Nacional de Meteorologia — INMET, na estagdo 83437, localizada na
Universidade Federal de Minas Gerais, campus Montes Claros, a 200 metros do experimento (Figura 1).
A estacdo seca ocorreu nos meses de abril a setembro no ano de 2018. As temperaturas maximas e
minimas oscilaram entre 34° e 14° C, com maiores precipitagdes nos meses de fevereiro (333,9 mm) e
dezembro (183,6 mm) de 2018 (INMET, 2021).
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Figura 1. Temperaturas maxima (Temp. Maxima), média (Temp. Média) e minima (Temp. Minima) e
precipitagcbes mensais obtidas na base de dados do INMET da estagéo 83437, durante o periodo de janeiro
de 2018 a margo de 2019.

Nos primeiros 30 dias do semeio, todas as parcelas experimentais foram irrigadas, com o objetivo
de garantir a germinag&o inicial e numero de plantulas suficiente para avaliagao na primeira época (80 dias

pbs-semeio). A irrigagao foi uniforme, realizada diariamente, com base na evapotranspiragao.
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5.2.3 Avaliagées da germinagéo e emergéncia de plantulas

Em todas as parcelas, diariamente, avaliou-se a emergéncia de plantulas. Foram consideradas
emergidas as plantulas que atingiram um centimetro acima do solo. Em cada época de avaliagdo, 10
plantulas por parcela eram sorteadas e avaliadas quanto a biometria, anatomia e histoquimica. Também,
em cada época, os pirénios das respectivas parcelas foram desenterrados e avaliados. Os pirénios que
ndo possuiam parte aérea, mas sintomas de rachadura do endocarpo na regido do hilo, intumescimento
da semente e resquicios de protruséo da raiz e/ou plimula foram considerados germinados (Souza et al.,
2017b). Os demais pirénios ndo germinados foram cortados, transversalmente, com auxilio de uma
guilhotina e avaliados. Foram classificados como deteriorados aqueles com sementes amolecidas,
atacadas por microrganismos e que ndo apresentavam nenhum sinal de inicio de germinagéo. Por outro
lado, aqueles intumescidos e que, apés retirada do tegumento, apresentavam coloragéo branca tipica de
semente viavel, foram considerados nao germinados (Brasil, 2009). Foram calculadas as seguintes
caracteristicas em percentual: emergéncia de plantulas, pirénios germinados, pirénios deteriorados,
plantulas e sobrevivéncia de plantulas (razdo entre nimero de plantulas existentes na parcela e nimero

de pirénios germinados).

5.2.4 Avaliagbes biométricas

Em cada época de avaliagdo, foram mensurados a altura das plantas (cm), do colo até o apice do
caule, por meio de uma fita métrica e o diametro do colo ao nivel do solo, com auxilio de um paquimetro
digital (Stainlesshardened — Modelo Digital Galiper). A area foliar por planta foi determinada pelo fator entre
o numero de folhas totalmente expandidas e a area foliar, determinada por meio do comprimento das
nervuras principais dos foliolos, com auxilio de régua graduada em milimetros (Oliveira et al., 2002).

Para avaliagao do sistema radicular foram feitas escavagdes manuais nas parcelas experimentais.
O sistema radicular foi separado da parte area da planta e dividido em a raiz principal e raizes laterais.
Avaliou-se as seguintes caracteristicas das raizes principais: comprimento, com auxilio de uma fita métrica;
didametro da maior raiz, com um paquimetro digital (Stainlesshardened — Modelo Digital Galiper); nimero
de raizes; e volume das raizes, quantificado pelo deslocamento de agua dentro de uma proveta graduada.
As seguintes caracteristicas foram avaliadas nas raizes laterais: nimero e volume das raizes, também
quantificado pelo deslocamento de agua dentro de uma proveta graduada. O volume total de sistema
radicular foi mensurado pela soma das raizes primarias e secundarias.

Apds a avaliagdo da biometria, o caule, as folhas, e as raizes primarias e secundarias, foram
colocadas em sacos de papel, separadamente, identificados e colocados em estufa de circulagédo de ar
forgada, Etica, modelo 400/7D a 65°C até atingirem o peso constante. Apds a secagem, o material foi
pesado em uma balanga analitica, Bioprecisa, modelo FA2104N, obtendo o peso da massa seca do caule,
das folhas, da raiz primaria e secundaria, do total da parte aérea, do sistema radicular e de toda a planta.
Calculou-se, também, a relagédo entre comprimento da parte aérea da planta e da raiz primaria, massa

seca da parte aérea e sistema radicular e volume das raizes primaria e secundaria.
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5.2.5 AvaliagGes anatémicas

Em cada época de avaliagéao, retirou-se amostras de seis plantas de cada tratamento (sem e com
irrigagao) para avaliagdo anatdémica do hipocotilo. As amostras da regiao mediana da regido dorsal do
hipocétilo foram fragmentas sob lupa, com auxilio de lamina de barbear, em cubos de aproximadamente
3 mm. Os fragmentos foram fixados em solugédo Karnovsky (Karnovsky, 1965), desidratados a vacuo (500
mmHg), por 24 horas, desidratados em série etilica e incluidas em resina metacrilato (Leica Microsystems,
Heidelberg, Alemanha) (Paiva et al., 2011). Foram obtidas sec¢des transversais com 4 ym de espessura,
utilizando-se micrétomo rotativo (Atago, Téquio, Japao). As secgdes foram coradas com azul de toluidina
em pH 4.7 e montadas em laminas permanentes com resina acrilica (ltacril, ltaquaquecetuba, Sdo Paulo,
Brasil) (Paiva et al., 2011). A documentagao fotografica foi realizada por meio de cdmera digital acoplada
a microscopio 6tico (AxioScope A.1/Axiocam 105 color, Zeiss, Jena, Alemanha).

5.2.6 Analises estatisticas

Os dados biométricos foram submetidos a analise de variancia e as médias da emergéncia de
plantulas comparadas pelo teste Tukey (P < 0,05), enquanto os outros dados foram ajustados aos modelos
de regresséao polinomial, até o nivel de 5 % de probabilidade.

6. Resultados

6.1 Emergéncia

As sementes dos pirénios recém dispersos de C. brasiliense apresentaram, em média, 5% de
deterioragéo e teor de agua de 38%; estes valores se alteraram, respectivamente, para 12% e 7%, apos,
apos 30 dias de armazenamento. A emergéncia de plantulas iniciou-se aos 30 dias apds semeio, sem
divergéncia entre os tratamentos com ou sem irrigagéo (Figura 2). Grande incremento na emergéncia foi
verificado no segundo e terceiro més pds-plantio, sendo maior para pirénios irrigados (53%), em relagéo
aos nao irrigados (33%). Apds quatro meses de estabilidade (na época mais fria do ano, Figura 1), ocorreu
um novo ciclo de emergéncia, o qual foi mais precoce e curto para os pirénios que receberam irrigagdo
(entre agosto e setembro), em relagdo aqueles na condi¢cdo de sequeiro (entre setembro € novembro). Ao

final do periodo de avaliagao, observou-se que a irrigagao proporcionou maior emergéncia.
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Figura 2. Emergéncia acumulada de plantulas de C. brasiliense oriundas de pirénios armazenados por
30 dias, tratados com GAs e irrigados e nao irrigados. As letras diferentes indicam presenga de diferenga
das médias pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. As barras verticais indicam o erro padrdo da média.

6.2 Germinacao e deterioragdo de sementes e quantidade e sobrevivéncia das plantas

Na avaliagdo da germinagéo dos pirénios ndo foi constatado efeito da interagédo entre tempo e
irrigagao, mas somente dos fatores, isoladamente. Apés um ano do plantio, a irrigagéo proporcionou maior
germinabilidade (55%) em relagdo aos pirénios na condigdo de sequeiro (44%), com aumento linear na
germinagao (Figura 3a). Além disso, a irrigagéo proporcionou maior numero de plantulas (com parte aérea
e raiz) em todos os tempos avaliados, com tendéncia de elevagéo ao longo do periodo, enquanto que na
auséncia de irrigagéo a tendéncia foi inversa (Figura 3b). A taxa de deterioragao das sementes aumentou
em ambos os tratamentos com o avango do tempo, sem que houvesse diferenga entre eles, a excegdo do
més de dezembro (300 dias pds-plantio), com maior deterioragdo na condigdo sem irrigacdo (Figura 3c).
Nao houve efeito da interagcao entre os fatores também sobre a sobrevivéncia das plantulas, tendo as
parcelas irrigadas (73%) comportamento superior as nao irrigadas (59%), além de redugédo do numero de
plantas no periodo seco e estabilizagdo no periodo chuvoso (Figura 3d).
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Figura 3. Percentual de pirénios germinados e deteriorados e de quantidade e sobrevivéncia de plantulas
de C. brasiliense oriundas de pirénios armazenados por 30 dias, tratados com GAs e irrigados e nao
irrigados. As barras verticais indicam o erro padrdo da média. O asterisco representa diferenca estatistica
(p< 0,05) entre os tratamentos. A regiao branca do grafico indica periodo seco do ano e a cinza o chuvoso.

6.3 Crescimento da parte aérea

Na maioria dos tempos avaliados, a irrigagdo proporcionou plantas com maiores comprimento e
diametro do caule, numero de folhas e area foliar (Figura 4a-d). Somente ndo ocorreram diferengas entre
os tratamentos para o tamanho do caule e area foliar nas duas primeiras épocas de avaliagao (80 e 120
dias pos-plantio, Figura 4a, d), e para o nimero de folhas em dezembro (Figura 4b). Durante o periodo
seco, com temperaturas mais amenas (Figura 1), houve incremento restrito no crescimento vegetativo
(Figura 4 a-b, d), inclusive, com decréscimo no nimero de folhas (Figura 4b, 9). Por outro lado, na época

chuvosa e quente (quatro meses), a parte aérea teve crescimento exponencial, independentemente da
irrigacéo.
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Figura 4. Comprimento do caule, didmetro, nimero de folhas e estimativa da area foliar de plantulas de
C. brasiliense oriundas de pirénios armazenados por 30 dias, tratados com GAs e irrigados e néo irrigados.
As barras verticais indicam o erro padrao da média. O asterisco representa diferencga estatistica (p< 0,05)
entre os tratamentos. A regido branca do grafico indica periodo seco do ano e a cinza o chuvoso.

6.4 Crescimento do sistema radicular

Ao longo do periodo de avaliagao, as plantas apresentaram poucas raizes primarias pivotantes,
predominantemente uma por planta (Figura 9). Em geral, a irrigacdo teve efeito restrito sobre o
desenvolvimento do sistema radicular no periodo seco (Figura 5a-f), com exceg¢do do comprimento e
didametro da raiz primaria (Figura 5a, c). Por outro lado, a irrigagao foi efetiva na promogdo do
desenvolvimento radicular no periodo chuvoso (Figura 5a-f), o qual também teve incremento nas plantas

nao irrigadas.
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Figura 5. Comprimento, diametro e volume da raiz primaria, nimero e volume da raiz secundaria e volume
total do sistema radicular de plantulas de C. brasiliense oriundas de pirénios armazenados por 30 dias,
tratados com GAs e irrigados e ndo irrigados. As barras verticais indicam o erro padrdo da média. O
asterisco representa diferenga estatistica (p< 0,05) entre os tratamentos. A regido branca do grafico indica
periodo seco do ano e a cinza o chuvoso.

6.5 Matéria seca da parte aérea e do sistema radicular.

A irrigagao proporcionou maior acumulo de matéria seca nas folhas e na planta inteira nas
estagOes seca e chuvosa (Figuras 6¢, €). No caso do caule, este efeito foi observado apenas no periodo
chuvoso (Figura 6a). A irrigagéo proporcionou maior massa seca no sistema radicular apenas nos ultimos
meses da estagdo chuvosa (Figuras 6b, d-e). Em padrdo semelhante ao observado para as outras
caracteristicas vegetativas, a matéria seca teve crescimento restrito na estacéo seca, independentemente
do uso da agua, com ganhos significativos na parte aérea, sistema radicular e planta inteira, especialmente
entre os meses de dezembro a fevereiro.
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Figura 6. Massa seca do caule, das folhas, das raizes primarias e secundarias, da planta e do sistema
radicular de plantulas de C. brasiliense oriundas de pirénios armazenados por 30 dias, tratados com GAs
e irrigados e n&o irrigados. As barras verticais indicam o erro padrdo da média. O asterisco representa
diferenca estatistica (p< 0,05) entre os tratamentos. A regido branca do grafico indica periodo seco do ano
e a cinza o chuvoso.

6.6 Balango parte aérea/sistema radicular e sistema radicular primario/secundario.

Houve diminuigdo na relagdo caule/raiz primaria ao longo da época seca, com inversdo desta
tendéncia mais precocemente nas plantas irrigadas (a partir de agosto) e, em outubro, para as plantas nao
irrigadas (Figura 7a). Plantas que receberam agua tiveram maior razao comprimento do caule/raiz primaria,
entre os meses de outubro e fevereiro. A relagao entre a matéria seca da parte aérea/sistema radicular
diminui ao longo do tempo na presencga de irrigagdo; na auséncia de irrigacdo esta razdo se reduziu
drasticamente na estagédo seca, com aumento restrito na estagao chuvosa (Figura 7b). A relagdo entre o
volume da raiz primaria/secundaria aumentou até meados da estagéo chuvosa, com declinio nas plantas
nao irrigadas (Figura 7c). Ja nas plantas irrigadas, ocorreu queda constante nessa relagdo. Em outubro e

dezembro de 2018, a raz&o volume da raiz primaria/secundaria foi maior nas plantas néo irrigadas.
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Figura 7. Relacdo do comprimento do caule e raiz primaria, massa seca da parte area e sistema radicula,
volume da raiz primaria e secundaria de plantulas de C. brasiliense oriundas de pirénios armazenados por
30 dias, tratados com GAs e irrigados e néo irrigados. As barras verticais indicam o erro padrdo da média.
O asterisco representa diferenga estatistica (p< 0,05) entre os tratamentos. A regido branca do grafico
indica o periodo seco do ano e, a cinza, o chuvoso.
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6.7 Desenvolvimento do hipocétilo

O hipocoétilo se mostrou persistente em todos os tempos avaliados, independentemente do uso da
agua (Figura 9). Porém, de forma geral, houve diminui¢cdo das dimensodes do hipocétilo durante a estagao
seca, seguido por aumento consideravel na estagdo chuvosa (Figura 8a-c). As plantas irrigadas
apresentaram hipocétilo com maiores didmetros e larguras em todas os meses, com excegao de maio e
dezembro (Figura 8a-b). O comprimento do hipocétilo ndo foi influenciado pela irrigagédo e teve aumento
na estagao chuvosa (Figura 8c).
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Figura 8. Diametro, largura e comprimento do hipocdtilo de plantulas de C. Brasiliense oriundas de pirénios
armazenados por 30 dias, tratados com GAs e irrigados e n&o irrigados. As barras verticais indicam o erro
padrdo da média. O asterisco representa diferenga estatistica (p< 0,05) entre os tratamentos. A regido
branca do grafico indica periodo seco do ano e a cinza o chuvoso.
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Figura 9. Plantulas de C. Brasiliense oriundas de pirénios armazenados por 30 dias, tratados com GAs,
irrigados e nao irrigados, coletadas em épocas diferentes pos-plantio. Ponta da seta branca: destacando
o hipocotilo, Ponta da seta: destacando folhas murchas e senescéncia de folhas em outubro.

6.8. Anatomia do hipocétilo

O hipocotilo de C. Brasiliense é envolvido pelo tegumento da semente, o qual é formado por células
mortas que acumulam compostos fenolicos (Figura 10a). A epiderme uniseriada € composta por células
pequenas, em relagdo as demais, e de formato irregular. O hipocétilo apresenta organizagdo eustélica,
com cértex extenso e preenchido por células parenquimaticas de formatos variados, as quais, no més de
junho, nas plantas que néo receberam irrigagdo, acumulavam numerosos graos de amido. O cilindro
vascular, formado por 30 a 40 feixes vasculares colaterais, apresentava, em junho atividade cambial
interfascicular, além da formagéo de extensas faixas cambiais interfasciculares (Figura 10b). A regido
medular do hipocétilo € preenchida por células parenquimaticas com caracteristicas semelhantes as
corticais. Em agosto, as células do parénquima cortical apresentavam-se mais expandidas, em relagdo ao
més anterior e os graos de amido, ainda numerosos, tinham dimensdes menores (Figura10c). No cilindro
vascular, varias regides cambiais fasciculares e interfasciculares haviam se diferenciado em tecidos
vasculares secundarios (Figura 10d). No més de outubro, ndo se observou variagbes significativas em
relagdo ao més anterior (Figura 10e-f). Em dezembro, era evidente a formagéo de uma estrutura periférica
semelhante a periderme, por atividade de um meristema que produzia células que acumulavam compostos
fendlicos e que ampliavam o revestimento do hipocotilo e, internamente, produzia células parenquimaticas
(Figura 10g). A maior parte dos grdos de amido haviam sido consumidos. No cilindro vascular, o
crescimento dos tecidos vasculares secundarios comprimiu as células parenquimaticas adjacentes, as
quais apresentavam-se com contornos irregulares (Figura 10h). Em fevereiro, continuava a atividade do
meristema periférico, o qual promovia o aumento, tanto do revestimento fendlico, quanto da regido
parenquimatica externa (Figura 10i). No cilindro vascular, os tecidos secundarios mostravam expressivo

desenvolvimento, com extensas areas interfasciculares em diferenciagdo, porém sem a formagéo de um
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cilindro continuo (Figura 10j).

Diversas diferengas na anatomia do hipocotilo foram observadas nas plantas irrigadas e
evidenciaram o impacto significativo que a irrigagao proporcionou em seu desenvolvimento. A atividade do
meristema periférico foi constatada, em algumas regides, desde junho (Figura 10k). Nesta ocasido, os
tecidos vasculares apresentavam-se mais diferenciados e os feixes vasculares, em geral, tinham maiores
dimensdes (Figura 101). Em agosto, era evidente o acumulo de amido no parénquima cortical (Figura 10m)
e a atividade cambial interfascicular era maior (Figura 10n). Em outubro, havia um expressivo acumulo de
graos de amido e estes tinham dimensb6es maiores que aqueles constatados nas ocasides anteriores
(Figura 100); as faixas cambiais interfasciculares conectavam os feixes isolados, dando inicio a formagao
de um cilindro continuo (Figura 10p). Em dezembro, era notavel o aumento na histogénese: a atividade do
meristema periférico havia ampliado em muito o revestimento fendlico e, internamente, gerado numerosas
fileiras de células parenquimaticas, semelhantes a feloderme (Figura 10q). Além disto, a deposicdo de
amido havia se intensificado. O cilindro vascular continuo, possuia grande quantidade de xilema
(predominante) e floema diferenciados e uma faixa cambial ativa (Figura 10r). Em fevereiro, na periferia
do hipocétilo, parte do revestimento fendlico havia descamado, as células parenquimaticas semelhantes a
feloderme haviam se expandido e os grédos de amido se apresentavam com dimensfdes menores, em
relagéo a avaliagéo anterior, denotando que haviam sido parcialmente consumidos (Figura 10s). No cilindro
vascular, mais tecidos secundarios haviam se diferenciado e a faixa cambial mostrava-se mais restrita
(Figura 10t).
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Figura 10. Anatomia de plantulas de C. brasiliense, em diferentes épocas de avaliagao, irrigadas e ndo
irrigadas. Pontas de seta: células parenquimaticas; ep: epiderme; pa: parénquima; sc: revestimento; pc:
procambio; ph: floema; xy: xilema; pb: corpos protéicos; ca: atividade cambial; pl: pluma.

7 Discussao

7.1 Influéncia da disponibilidade hidrica na germinagao e no desenvolvimento de plantulas de

pequizeiro nas condigdes climaticas do Cerrado

A variagao na disponibilidade hidrica controla o estabelecimento de plantulas de C. brasiliense no

ambiente marcadamente sazonal do Cerrado. A germinabilidade aumenta com uso da irrigagéo e, também,
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ao longo do tempo, mesmo na estagao seca (possivelmente pela capacidade do pirénio reter agua). Além
disso, a irrigagao favorece a emergéncia e o desenvolvimento de plantulas normais (Figura 3, 4a-b). A
agua é um fator chave para a ativagdo metabdlica associada a germinagéo, além de viabilizar o transporte
de nutrientes e favorecer o enfraquecimento dos tecidos que restringem o crescimento do embrido (Finch-
Savage e Leubner-Metzger, 2006). Ap6s a geminagao, as plantulas da maioria das espécies continuam
altamente dependentes da agua para a manutencéo do metabolismo, incluindo a mobilizag&o de reservas,
o que influencia, de forma decisiva, a sua sobrevivéncia e o seu desenvolvimento (Bewley et al., 2013).
Neste contexto, o déficit hidrico constitui um importante filtro ecolégico no Cerrado (Oliveira et al., 2005;
Pellizzaro et al., 2017; Chaid et al., 2023). As condigbes edaficas influenciam a disponibilidade hidrica:
solos arenosos, predominantes no Cerrado, possuem menor capacidade de retengéo de agua e acentuam
os efeitos da estagdo seca sobre a germinagao e sobrevivéncia de plantulas, como ja sugerido para
espécies desse bioma (Ribeiro et al., 2021). Nossos resultados indicam que, além da disponibilidade
hidrica, as temperaturas amenas, abaixo de 25°C, também limitam o estabelecimento das plantulas de C.
brasiliense. Mesmo com uso de irrigagao, nao ocorre emergéncia nos meses mais frios do ano (entre abril
e setembro, Figura 1, 2), o que também foi constatado para outra espécie do Cerrado, Acrocomia aculeata
(Arecaceae) (Souza et al., 2019). A sensibilidade das plantulas de C. brasiliense a temperaturas amenas
tem sido evidenciada em alguns estudos (Sousa et al., 2017b; Pajehu, 2018; Gongalves, 2019). Em
conjunto, estas informagdes séo importantes para o manejo da propagagao da espécie: considerando que
as sementes apresentam dorméncia (a qual pode ser parcialmente superada pela pés-maturagéo, Sousa
et al., 2017a, b) e as plantulas ndo se desenvolvem em temperaturas amenas, o armazenamento das
sementes por alguns meses e a semeadura no final da estagao seca/fria constitui estratégia para o manejo
da propagacgéo, favorecendo o estabelecimento das plantulas.

A irrigacdo proporciona plantulas mais vigorosas, porém, independentemente do uso da agua, o
maior incremento no crescimento ocorre na estacdo Umida, principalmente entre os meses dezembro e
fevereiro. A superioridade do desenvolvimento da parte aérea das plantulas irrigadas pode ser observada
no inicio da estagdo seca (maio), no entanto, o efeito da irrigagéo sobre o desenvolvimento do sistema
radicular é evidenciado apenas no meio da estagdo chuvosa (dezembro). O crescimento dos 6rgaos
aéreos e das raizes foi muito reduzido durante a estagdo seca e fria, como constatado para algumas
espécies do Cerrado sob stress hidrico e/ou baixa temperatura (Matos et al., 2018; Chaib et al., 2023).
Estudos com plantas jovens de C. brasiliense e outras do Cerrado mostraram que, apesar da tolerancia a
seca, a atividade estomatica e a taxa transpiratéria e fotossintética sdo fortemente favorecidas pela
disponibilidade hidrica, temperaturas elevadas e alta radiagdo (Garcia-Nufez et al., 2019; Miranda et al.,
2019; Scalon et al., 2020), o que constitui um padrédo comum para diversas plantas estudadas (Sales et
al., 2015; Nguyen et al., 2018). Dessa forma, a irrigagdo complementar € uma pratica importante para o
estabelecimento de plantulas de C. brasiliense a campo e sua utilizagao deve ser considerada em projetos
de cultivos e recuperagdo de areas degradadas. Entretanto, o uso da irrigacdo deve ser feito,
principalmente, no primeiro ano apds o plantio, pois sobreviver a primeira estacdo seca e ter crescimento
inicial vigoroso sdo bons preditores para o estabelecimento das plantulas no Cerrado (Silva et al., 2015;
Pellizzaro et al., 2017).
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7.2 O papel do hipocétilo, do ciclo foliar e do balango entre as partes aérea/subterranea no

desenvolvimento e relagao da planta com o ambiente

O hipocétilo em plantas de pequizeiro desempenha o papel de estrutura de reserva, armazenando
e translocando substancias, respectivamente, na estagdo chuvosa e seca. A irrigagao, principalmente na
estagdo seca (de junho até outubro), proporciona hipocoétilos maiores do que o observado nas plantulas
em condigdo de sequeiro (Figura 8a-b). Na condigdo inicial, os hipocétilos das plantas ndo irrigadas
apresentam atividade cambial interfascicular, o que favorece o seu crescimento, pela produgéo de xilema
e floema secundarios. No entanto, a atividade cambial diminui com a redugéo da disponibilidade hidrica.
Ja nas plantulas irrigadas, a atividade cambial € mais intensa e ininterrupta ao longo das estagbes. Na
maioria das espécies estudadas, a atividade cambial tem se mostrado altamente relacionada a
disponibilidade de agua, sendo também influenciada pela temperatura e fotoperiodo (Borchert, 1999;
Begum et al., 2010; Prislan et al., 2011). Como a quantidade e funcionalidade dos tecidos vasculares é
determinante para a translocagéo de substancias entre a parte aérea e raiz, nossos resultados indicam
que a restricdo do crescimento secundario no hipocétilo € um fator crucial para a redugdo do
desenvolvimento das plantas de C. brasiliense na estagéo seca.

O amido é um dos principais carboidratos de reserva, sendo que, aquele presente no hipocdtilo &,
normalmente, associado a fornecimento de energia ao desenvolvimento inicial das plantulas (Gogosz et
al., 2010; Bewley et al., 2013; Aguirre et al., 2018). Nossos resultados mostraram que enquanto os
hipocoétilos de plantulas de C. brasiliense irrigadas acumulam amido, ocorre mobilizagéo da substancia na
auséncia de irrigagédo (Figura 10a, c, g, q), indicando que a taxa de degradagao é superior a taxa de
produgéo. O déficit hidrico € um importante indutor da mobilizagdo de amido (Dong e Beckles 2019), a
qual ocorre pelas vias hidrolitica e fosforolitica (Weise et al., 2006), pela atividade das enzimas a-amilase
(Thalmann et al., 2016), B-amilase (Ma et al., 2018) e a-glucanofosforilase (Zeeman et al., 2004). Embora
acumulo de amido no hipocotilo de C. brasiliense fosse conhecido (Sousa et al., 2017a), até entéo, o papel
da estrutura no estabelecimento das plantulas a campo nao era definido. O presente trabalho apresenta
evidéncias que o hipocétilo é importante na dindmica de reservas relacionadas a sazonalidade, conforme
ja relatado para espécies de outras familias (Loffi et al., 2019).

A deciduidade também constitui estratégia importante na tolerancia ao déficit hidrico em plantulas
de C. brasiliense. As plantulas nao irrigadas diminuiram drasticamente o niumero de folhas, principalmente,
entre agosto e outubro, época mais seca do ano (Figura 9). Trabalhos realizados com plantulas e plantas
adultas de espécies do Cerrado, inclusive C. brasiliense, evidenciaram a dindmica de queda e rebrota de
folhas associada a sazonalidade (Oliveira e Silva, 1993; Franco et al., 2005; Vilela et al., 2008; Salazar e
Goldstein, 2014; Garcia-Nurfies et al., 2019). A queda de folhas reduz o efeito do déficit hidrico pela
diminuicdo da transpiragéo, porém com comprometimento quase total do processo de fotossintese e,
consequente, estagnagéo do crescimento da planta (Nguyen et al., 2018). Embora a deciduidade nédo seja
uma caracteristica marcante do Cerrado, em relagdo a outros biomas sazonais, nossos resultados
mostram que a estratégia pode ser importante na fase de estabelecimento das plantulas, quando a
vulnerabilidade ao déficit hidrico € maior (Oliveira e Silva, 1993; Pellizzaro et al., 2017; Borghetti et al.,
2019).
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O sistema radicular de plantulas de C. brasiliense € composto por raiz pivotante que cresce,
mesmo de forma reduzida, durante a estagdo seca, mais que a parte aérea, principalmente na condigéo
de sequeiro. As relagbes entre parte aérea e raiz, para o tamanho e matéria seca, apresentam redugao
acentuada na época seca. O maior crescimento em plantulas do sistema radicular em relagdo a parte
aérea favorece, ao mesmo tempo, a retirada de agua em camadas mais profundas do solo e menor perda
de agua para atmosfera. Esse desenvolvimento mais rapido das raizes nos estagios iniciais da planta ja
foi descrito para outras espécies do Cerrado (Hoffmann, 2000; De Almeida et al., 2017; Viera et al., 2019;
Chaid et al., 2023), constituindo-se numa importante estratégia para a tolerancia a periodos prolongados
de seca (Coomes e Grubb, 2003; Silveira et al., 2013; Passaretti et al., 2019).

Plantas tipicas do Cerrado desenvolveram diversas adaptagdes morfologicas e fenoldgicas (Vieira
et al., 2019) para sobreviverem ao clima sazonal do bioma, especialmente, durante a fase de semente até
o estabelecimento de plantulas (Borghuetti et al., 2019; Ribeiro et al., 2021). A agua, a temperatura e o
fogo sdo os principais fatores que interferem diretamente na germinacao, sobrevivéncia, distribuigéo e
produtividade da espécie presentes nesse bioma (Chaib et al., 2023, Ribeiro et al., 2021, Borghetti et al.,
2019, Choat et al., 2018). O pequizeiro demonstra, na fase inicial de desenvolvimento, os seguintes
mecanismos de tolerancia a seca: presencga de estrutura de reserva (hipocotilo), redugdo da area foliar,
crescimento lento no periodo de estiagem, maior sistema radicular em relagédo a parte aérea e retomada
rapida do crescimento e desenvolvimento em condigbes climaticas satisfatérias. O conhecimento dessas
estratégias € importante para definir técnicas de manejo para projetos de recuperagdo de areas

degradadas e para producdo de mudas em larga escala.

8 Conclusodes

O uso da irrigagéo favorece a germinagao, emergéncia e sobrevivéncia de plantulas de C.
brasiliense nas condigbes sazonais do Cerrado. Entretanto, o maior incremento no crescimento das
plantulas ocorre na estacdo Umida, a partir de outubro até fevereiro, independentemente do uso da
irrigacdo. Plantas jovens de pequizeiro apresentam diversas estratégias para sobreviver ao periodo de
estiagem, como a presenga de hipocotilo de reserva, mecanismo de queda de folhas e sistema radicular
profundo.
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