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ESTRUTURA E GERMINAGCAO DE SEMENTES DE PEQUIZEIRO ANTES E APOS A DISPERSAO

RESUMO GERAL

Caryocar brasiliense Camb. (Caryocaraceae), pequizeiro, € uma espécie arborea com ampla distribuicao
no Cerrado. Os seus frutos sao largamente coletados para alimentacdo humana, indUstria farmacéutica e
de cosméticos. O presente trabalho teve como objetivo caracterizar aspectos biométricos, anatdémicos e
fisiolégicos do desenvolvimento de frutos e sementes de C. brasiliense, bem como, avaliar o efeito dos
tratamentos de superacdo de dorméncia sobre a qualidade fisioldgica de suas sementes. No primeiro
trabalho, ao longo do desenvolvimento do fruto, foram realizadas avaliagbes biométricas no pericarpo e
na semente e avaliagdes anatdbmicas, histoquimicas, ultraestruturais e cultivo in vitro e ex vitro dos
embrides. No segundo, foram avaliadas a germinabilidade, emergéncia de plantulas, IVE e mortalidade
de sementes, em pirénios recém-dispersos (controle), tratados com GA; (375 mg/L) armazenados por 30
dias e por 120 dias. Além disso, foi quantificado o malondialdeido (MDA) de sementes recém-dispersas e
armazenadas por 30, 120 e 480 dias. O desenvolvimento do fruto ocorreu em cerca de 90 dias e foi
caracterizado por trés fases: i) histodiferenciagdo ii) maturagcdo do endocarpo; iii) maturacdo do
mesocarpo e da semente. O endocarpo aculeado atingiu a maturidade precocemente, atuando como
estrutura protetora do embrido. O mesocarpo e a semente apresentaram conteldo de matéria seca
crescente ao longo do desenvolvimento do fruto. EmbriGes apresentaram alto grau de diferenciagéo
(primérdios foliares e feixes vasculares) e capacidade germinativa precocemente, aos 40 dias apés a
antese (DAA). O inicio da deposicéo de reservas embrionarias coincidiu com a aquisicao de tolerancia a
desidratacdo, alcangcada proximo aos 50 dias DAA. A pronunciada dorméncia seminal esteve relacionada
aos tecidos adjacentes ao embrido. O armazenamento e o tratamento com GA; foram eficientes na
superacdo da dorméncia e na promoc¢do da germinacdo, porém aumentaram a deterioracdo das
sementes. As sementes recém-dispersas (controle) apresentaram, inicialmente, uma germinacdo e
emergéncia mais baixa, seguida de uma estabilizacdo (entre maio e agosto), retomando a emergéncia
com aumento da temperatura do ambiente. Um maior tempo de armazenamento de pirénios (120 dias)
geraram altos indices de deterioracdo das sementes e baixa emergéncia; provavelmente em decorréncia

da elevacéo da producédo de espécies reativas a oxigénio, verificado pelo aumento de MDA.

Palavras-chave: Caryocar brasiliense. Deterioragao. Germinabilidade. Tolerancia a dessecacéo.



STRUCTURE AND GERMINATION OF PEQUIZEIRO SEEDS BEFORE AND AFTER DISPERSION

GENERAL ABSTRACT

Caryocar brasiliense Camb. (Caryocaraceae), pequizeiro, is a tree species with wide distribution in the
Cerrado. Its fruits are widely collected for human consumption, the pharmaceutical industry and
cosmetics. The present work aimed to characterize biometric, anatomical and physiological aspects of the
development of fruits and seeds of C. brasiliense, as well as to evaluate the effect of dormancy
overcoming treatments on the physiological quality of its seeds. In the first work, during the development
of the fruit biometric evaluations were carried out in the pericarp and in the seed and anatomical,
histochemical, ultrastructural evaluations and in vitro and ex vitro culture of the embryos. In the second,
germinability, seedling emergence, IVE and seed mortality in freshly dispersed (control), treated with GA3
(375 mg/L), stored for 30 days and for 120 days. In addition, malondialdehyde (MDA) was quantified from
freshly dispersed seeds and stored for 30, 120 and 480 days. The development of the fruit occurred in
about 90 days and was characterized by three phases: i) histodifferentiation; ii) maturation of the
endocarp; iii) mesocarp and seed maturation. The acaracled endocarp reached maturity early, acting as
the protective structure of the embryo. The mesocarp and the seed presented increased dry matter
content along the development of the fruit. Embryos showed a high degree of differentiation (early leaf
and vascular bundles) and early germination capacity at 40 days after anthesis (DAA). The beginning of
the deposition of embryonic reserves coincided with the acquisition of tolerance to dehydration, reached
near the 50 days DAA. The pronounced seminal dormancy was related to the tissues adjacent to the
embryo. The storage and treatment with GA3 were efficient in breaking dormancy and promoting
germination, but increased the deterioration of seeds. The newly dispersed seeds (control) initially
presented a lower germination and emergence, followed by a stabilization (between May and August),
resuming the emergence with increasing ambient temperature. A longer time of storage of the pyrenes
(120 days) generated high rates of seed deterioration and low emergence; probably due to the increase

in the production of reactive oxygen species, verified by the increase of MDA.

Keywords: Caryocar brasiliense. Deterioration. Germinability. Desiccation tolerance.
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1 INTRODUCAO

E notavel o interesse em relacdo as plantas do Cerrado, principalmente, as frutiferas, em razéo
dos seus multiplos usos e intensa demanda nos mercados regionais (PINHAL et al., 2011). Dentre essas
frutiferas, destaca-se o Pequizeiro (Caryocar brasiliense Camb.), pertencente a familia Caryocaraceae
(BARRADAS,1973). A espécie possui ampla ocorréncia nas regifes Sudeste e Centro-Oeste (LORENZI,
2008); os frutos s@o do tipo drupa, com mesocarpo rico em nutrientes (CARVALHO, 2008) e
representam uma significativa fonte de renda para populagbes de comunidades rurais do Cerrado.
Entretanto o pequizeiro sofre ameaca de extingdo pelo extrativismo intenso dos seus frutos, associado a
dificuldade de obtencdo de mudas. As sementes de pequizeiro apresentam dorméncia (ARAUJO, 1995),
levando a uma baixa e desuniforme germinacdo (BERNARDES et al., 2008), sendo um obstaculo, para a
producdo de mudas da espécie, em larga escala, que garantiria uma exploragdo mais racional e sua
conservagao.

A capacidade germinativa das sementes de algumas espécies pode ser adquirida bem cedo
(BEWLEY et al., 2013), durante a primeira metade do desenvolvimento; depois, essa capacidade de
germinacao € suprimida pela dorméncia primaria (BEWLEY et al., 2013; HILHORST, 1995). O éacido
abscisico (ABA) desempenha uma funcdo importante nesse processo, pois é o responsavel pela
instalacdo da dorméncia (NAMBARA et al., 2010), que € uma incapacidade da semente vidvel germinar,
em um determinado periodo de tempo sob qualquer combinacdo de fatores, tais como temperatura,
umidade e oxigénio (BASKIN; BASKIN, 2004).

O tipo mais comum de dorméncia é a fisiolégica (BASKIN; BASKIN, 2004), que, também, ocorre
em semente de C. brasiliense (SOUSA et al., 2017). A superacdo da dorméncia em sementes de C.
brasiliense pode ser vencida, pelo menos em parte, com a aplicagdo de GA3 e/ou pelo isolamento da
semente (MENDES, 2015; DOMBROSKI et al., 2010; BERNARDES et al., 2008; SOUSA, 2016), bem
como por um periodo de armazenamento (MENDES, 2015; SOUSA, 2016). Contudo procedimentos
utilizados para superar a dorméncia, como armazenamento e embebicdo, podem desencadear aumento
de producéo de espécies reativas ao oxigénio, levando a perda da viabilidade das sementes (BAILLY;
EL-MAAROUF-BOUTEAU; CORBINEAU, 2008; ORACZ et al., 2007), e esse aspecto ainda foi pouco
estudado para a espécie.

Outra caracteristica pouco conhecida em C. brasiliense é o desenvolvimento do pericarpo e da
semente. E importante que se tenham trabalhos mais aprofundados nesse sentido, visto que, durante o
desenvolvimento das sementes, ocorrem varias modificacdes, que podem determinar quando o embrido
adquire capacidade germinativa, dorméncia e tolerdncia a dessecacdo (BEWLEY et al., 2013).
Conhecimentos dessa nhatureza podem contribuir para o entendimento da propagacéo, bem como ao

processo de adaptagdo da espécie ao Cerrado.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Relacionar aspectos biométricos do desenvolvimento dos frutos com aspectos anatdmicos e
fisiolégicos do desenvolvimento das sementes de C. brasiliense. Além de avaliar o efeito dos tratamentos
de superacdo de dorméncia, armazenamento e uso do acido giberélico (GAs), sobre a qualidade

fisiologica de sementes de C. brasiliense.
2.2 Objetivos Especificos

e Identificar as fases de desenvolvimento do fruto de C. brasiliense.

e Relacionar as fases de desenvolvimento fruto com a capacidade germinativa, estabelecimento
da dorméncia e tolerancia a dessecacéo das sementes de C. brasiliense.

e Analisar a influéncia do armazenamento e da aplicagdo de GA; sobre a germinacdo e a
deteriorag&o das sementes de C. brasiliense em diferentes tempos de avalia¢cdes ap0s o plantio.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Formagéao e desenvolvimento da semente

Os Ovulos séo precursores das sementes e possuem papel importante no processo reprodutivo
das plantas. A partir do nucleo, uma célula subdérmica diferencia-se, para formar a célula-mae do
megasporo, 0 megasporocito, que sofre meiose, formando quatro células haploides, megasporos; trés
degeneram e o megasporo funcional realiza trés mitoses originando o megagametofito ou saco
embrionario, com 7 células e oito nucleos (HARTMANN et al.,, 2010; MARCOS FILHO, 2005), o que
ocorre na maioria das angiospermas (FRIEDMAN; WILLIAMS, 2003). Na regido micropilar ha duas
sinérgides e a oosfera; na célula central dois nlcleos e na extremidade chalazal trés antipodas
(BEWLEY et al., 2013; CARVALHO; NAKAGAWA, 2000).

Os gréos de pélen sao formados nos sacos polinicos ou microsporangios, que sao encontrados
nas anteras. A célula-mé&e do micrésporo sofre meiose, origina tétrades haploides; cada uma das células
haploides pode originar um gréo de pdlen, que, tipicamente, apresenta de uma a duas células
generativas, que séo relacionadas a fertilizacdo, e uma célula vegetativa que forma o tubo polinico
(HARTMANN et al., 2010; MARCOS FILHO, 2005).

No processo de fertilizacao, duas células esperméticas séo transmitidas para o 6vulo por meio de
um tubo polinico e liberadas no saco embrionario (TUCKER; KOLTUNOW, 2009). Uma se funde com a
oosfera e a outra com os nucleos da célula central e da fertilizagdo da célula central tem-se a formacao
do endosperma, enquanto a fertilizacdo da oosfera formard o zigoto e, consequentemente, o embrido
(BLECKMANN; ALTER; DRESSELHAUS, 2014). A dupla fertilizagdo é uma caracteristica das
Angiospermas (TUCKER; KOLTUNOW, 2009).

O desenvolvimento da semente € um processo complexo que envolve vias genéticas, fisioldgicas
e interacdo ambiental (DANTE; LARKINS; SABELLI, 2014). Nesse processo, ocorrem diferentes e
sucessivas fases para assegurar a formac¢édo de uma unidade de reproducao funcional (SABELLI et al.,
2012). O padrao de desenvolvimento de sementes, para a maioria das espécies, compreende trés fases:
histodiferenciacdo, maturacdo e secagem.

Na primeira fase, ha diferenciacdo histolégica e morfogénese do embrido (DANTE; LARKINS;
SABELLI, 2014; HARTMANN et al., 2010); o zigoto passa por divisdes mitoticas e as células resultantes
diferenciam-se no plano basico do corpo do embrido e, simultaneamente, em angiospermas, existe a
formagdo do endosperma (KERMODE; FINCH-SAVAGE, 2002). Durante a embiogénese em
eudicotileddneas, identifica-se uma série de estadios pelos quais 0 embrido em formacédo deve passar:
proembrido, globular, transicdo (trapezoidal), cardiforme, torpedo e embrido maduro (FERREIRA;
BORGHETTI, 2004).

Na fase de proembrido, ha diferenciacdo da célula basal e célula apical, que irdo formar o
suspensor e o embrido, respectivamente. Nas fases globular, transicao e coracdo, ha diferenciacédo dos
tecidos meristematicos primarios, nos quais o embrido torna-se bilateralmente simétrico e inicia-se o

desenvolvimento dos cotilédones e do eixo hipocétilo-radicular, com diferenciagdo da radicula. Nas
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fases de torpedo e embrido maduro, ocorre ampliagdo dos cotilédones e diferenciacdo do meristema
apical do caule (GOLDBERG; PAIVA; YADEGARI, 1994).

Na segunda fase, maturacdo, ha expanséao celular, em virtude do acimulo de reservas, levando
ao incremento de peso seco (BEWLEY et al.,, 2013; DANTE; LARKINS; SABELLI, 2014; KERMODE;
FINCH-SAVAGE, 2002). Na terceira fase, secagem, ocorre maior perda de agua dos tecidos
(HARTMANN et al.,, 2010; KERMODE, FINCH-SAVAGE, 2002). Apesar de existir um modelo no
processo de formacdo da semente, pode existir variagcdo nesse padrao (BEWLEY et al., 2013) e, para o

C. brasiliense, esse aspecto é pouco conhecido.

3.2 Dorméncia

Uma semente dormente é aquela que ndo germina em um determinado periodo, mesmo estando
exposta sob qualquer combinacdo de fatores em que uma semente ndo dormente germinaria (BASKIN;
BASKIN, 2014; BASKIN; BASKIN, 2004). A dorméncia é determinada pela genética e influenciada pelo
ambiente (FINCH-SAVAGE; LEUBNER-METZGER, 2006), sendo considerada uma caracteristica
importante para a evolucdo adaptativa em populacdes de plantas (POSTMA; AGREN, 2016). A
dorméncia permite a dispersdo no tempo (BEWLEY et al., 2013), assegurando a persisténcia de uma
espécie em ambientes e tempos desfavoraveis (FORBIS; FLOYD; QUEIROZ, 2012). Portanto é o
resultado de uma adaptagdo que foi adquirida por algumas espécies para sobreviverem a situacdes
estressantes (BEWLEY et al.,, 2013), sincronizando a geminagdo com o momento ideal para o
estabelecimento das plantulas (FOOTITT et. al.,, 2011). Contudo € uma caracteristica indesejavel,
guando se precisa de uma germinagdo rapida, como na agricultura (TEDESCO et al., 2001), além de
gerar problemas como desuniformidade entre mudas e dificultando a produg&o em viveiros.

Dorméncia e germinacdo de sementes sdo processos complexos, influenciados por horménios
(KUCERA et al., 2005). A inducdo, manutencdo e superacdo da dorméncia sdo eventos regulados,
principalmente, pela relacdo entre o acido abscisico (ABA) e giberelinas (GAs) (DEKKERS; BENTSINK,
2015), esses hormdnios antagdnicos (BEWLEY et al., 2013). O ABA é um regulador positivo na
instalacdo e manutencdo da dorméncia (BEWLEY et al., 2013; KUCERA et al., 2005; NAMBARA et al.
2010). Durante o desenvolvimento da semente, o ABA inibe a germinacdo precoce e induz a dorméncia
primaria (HILHORST, 1995; NAMBARA et al., 2010). Ja as giberelinas (GAs) aumentam o potencial de
crescimento do embrido e enfraquece tecidos que circundam o embrido, levando a superacdo da
dorméncia e promocado da germinacdo (BEWLEY et al., 2013; FINCH-SAVAGE; LEUBNER-METZGER,
2006).

Dorméncia em sementes pode ser dividida em cinco classes: fisiolégica, morfolégica, fisica,
morfofisioldgica e a combinacdo entre fisica e fisiolégica (BASKIN; BASKIN, 2004). Na dorméncia
fisioldgica, existe um mecanismo de inibicao fisiolégica que impede a germinagdo, esse mecanismo esta
presente no embrido, bem como nos tecidos adjacentes (DEKKERS; BENTSINK, 2015). E caracterizada
pela incapacidade do embrido em romper as estruturas que o circundam (FINCH-SAVAGE; LEUBNER-

METZGER, 2006). Essa classe de dorméncia distingue-se em trés niveis: profundo, intermediario e ndo
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profundo. Na dorméncia profunda, o embrido excisado ndo germina ou, ao germinar, gera plantulas
anormais; quando submetido a tratamento pré-germinativo com acido giberélico, a dorméncia nao é
superada e faz-se necessario um longo periodo de estratificacdo a quente ou a frio, para que a
germinacao ocorra. Ja o nivel de dorméncia intermediaria e ndo profunda, de maneira geral, embriées
excisados produzem plantulas normais, e algumas espécies germinam em resposta a aplicacdo de
giberelina; a estratificacéo é eficiente, contudo, na dorméncia ndo profunda, o armazenamento a seco
pode promover a germinacdo (BASKIN; BASKIN, 2004). A dorméncia morfolégica ocorre em sementes
com embrido pequeno, porém com suas estruturas bem diferenciadas; normalmente é necessario que o
embrido cresgca ainda dentro da semente para que depois germine. Sementes que apresentam
dorméncia fisica sdo totalmente impermeaveis a dgua. A dorméncia morfofisioldgica é a unido entre a
morfoldgica e fisiologica. Por fim, existem sementes que possuem uma combinac¢@o entre dorméncia
fisiolégica com a fisica (BASKIN; BASKIN, 2004).

A dorméncia fisiologia é a mais encontrada em sementes de Angiospermas (BASKIN; BASKIN,
2014; FINCH-SAVAGE; LEUBNER-METZGER, 2006). No bioma Cerrado, h& ocorréncia de varias
espécies que apresentam dorméncia fisiolégica, tais como Attalea vitrivir (NEVES et al.,, 2013) e
Acrocomia aculeata (CARVALHO et al., 2015). Em C. brasiliense, a dorméncia foi evidenciada como
fisiolégica ndo profunda, sendo sua classificacdo proposta por Baskin e Baskin (2004), controlada, em
parte, pelo endocarpo, que dificulta o crescimento do embrido (SOUSA, 2016) e por um desbalanco
hormonal no embriéo, fazendo com que as sementes de pequizeiro permane¢cam dormentes (MENDES,
2015).

Tratamentos utilizando giberelina (DOMBROSKI et al., 2010; MENDES, 2015) e armazenamento
(SOUSA, 2016) sdo eficientes na superagcdo da dorméncia em sementes de pequizeiro. O
armazenamento seco, a temperatura ambiente, € um método utilizado na superacdo de dorméncia
(KUCERA et al., 2005), um vez que pode diminuir a concentracéo e sensibilidade ao ABA e aumentar a
sensibilidade ao GA (FINCH-SAVAGE; LEUBNER-METZGER, 2006).

Entretanto, além de promover a germinagao, ha indicios de que esses tratamentos aumentam a
deterioragdo das sementes, sendo, ainda, necessarios mais estudos relacionados ao uso de GAs; e 0

armazenamento no processo de germinacgdo e deterioragdo de sementes de C. brasiliense.

3.3 Germinacgéao

A transicdo entre a dorméncia e a germinacdo € um processo essencial no ciclo de vida de plantas
(HOLDSWORTH; BENTSINK; SOPPE, 2008). Germinacéao é um processo complexo (NONOGAKI et al.,
2010), que consiste na retomada do crescimento do embrido; € um processo que, geralmente, inicia-se
com a embebigdo e termina com o surgimento do eixo embrionario e, em muitos casos, a embebicao
apresenta um padréo trifasico (BEWLEY et al., 2013), como ocorre em C. brasiliense (MENDES, 2015).

A fase | é uma etapa fisica, caracterizada pela absorcéo rapida de agua pelas sementes até que
todo conteudo celular seja hidratado. Em seguida, ocorre a fase Il, que é um periodo de absorcdo de

agua bem limitado e, nessa fase, ha o reparo da integridade celular, membranas, DNA, organelas e
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mitocdndrias, sintese de mRNAs, enzimas, hormoénios e ha mobilizagdo de reservas. Na terceira fase,
ha um retorno da absorcdo de agua e conclusdo da germinacdo, com emissdo, geralmente, da raiz
priméaria (BEWLEY et al., 2013). No processo germinativo, em uma semente dormente, podem ocorrer
quase todas as etapas metabdlicas, para completar a germinacéo, contudo ndo ocorre 0 alongamento do
eixo embrionario (BEWLEY, 1997). O equilibrio entre a forca de expansdo do embrido e a contencao
fisica dos tecidos adjacentes determina se e quando a germinacao sera concluida (BEWLEY et al.,
2013).

Para ocorrer a germinagdo de uma semente, deve-se ter uma janela temporal com condicdes
ambientais (umidade, oxigénio, temperatura, luz) que irdo proporcionar a emergéncia e sobrevivéncia da
planta (LONG et al., 2014). Para grande parte das espécies, 0 periodo de germinagdo € sempre o
mesmo e, em sementes que possuem germinacdo durante todo ano, existe um pico de germinacao
(BASKIN; BASKIN, 2014), visto que o0 processo germinativo € controlado para evitar condi¢des
desfavoraveis no estabelecimento e crescimento das plantulas (FINCH-SAVAGE; LEUBNER-METZGER,
2006). No Cerrado, algumas espécies como Attalea vitrivir (NEVES et al., 2013) e C. brasiliense
(MENDES et al., 2015), o periodo da germinagéo coincide com o periodo de maior precipitagdo e

temperatura.

3.4 Tolerancia a dessecacéao

O conhecimento da capacidade de tolerancia a dessecagdo e ao armazenamento das sementes é
importante, pois viabiliza estratégias para a manutencdo da viabilidade das sementes. Conforme a
habilidade & dessecac¢éo e ao armazenamento sob baixas temperaturas, as sementes sdo classificadas
em ortodoxas, recalcitrantes ou intermediarias (COSTA, 2009). Sementes ortodoxas sdo tolerantes a
dessecacao e, em geral, sdo dispersas com teor de 4gua que varia de 20 a 50%, permanecem vidveis a
5% de conteldo de agua e toleram baixas temperaturas. Sementes de comportamento recalcitrantes, no
momento da dispersdo, apresentam teor de 4gua elevado, 30 a 70%, ndo toleram reducao de 10% de
contelldo de agua e nem baixas temperaturas. E, ainda, existem sementes que apresentam
comportamento intermediario, pois toleram a dessecacdo, mas ndo suportam baixas temperaturas
durante periodo de tempo prolongado (HONG; ELLIS, 1996).

A capacidade de toleréncia a desidratacdo aumenta progressivamente durante o desenvolvimento
da semente (BEWLEY et al., 2013). Para que a semente consiga sobreviver, no estado seco, é
necessario que se tenha um amplo sistema de protecdo e desintoxicacdo celular (RAJJOU;
DEBEAUJON, 2008). Sementes tolerantes a dessecacgdo se preparam, para esse processo tardiamente,
durante o seu desenvolvimento (HARTMANN et al., 2010), pois € quando ocorre a sintese da proteina
abundante com a embriogénese tardia (LEA) e a producdo de agucares, que sdo responsaveis por
manter a integridade das membranas, evitando danos celulares (BEWLEY et al., 2013; PAMMENTER,;
BERJAK, 1999). O ABA possui um papel muito importante na toleréncia a dessecac¢édo, pois induz a
sintese da LEA (BEWLEY et al., 2013; HARTMANN et al., 2010). Sementes que suportam a
desidratacdo possuem mecanismos antioxidantes eficientes (NAMBARA et al.,, 2010; PAMMENTER;
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BERJAK, 1999), como tocoferéis (BARRETO et al., 2014; ROSA et al.,, 2005) e acao de algumas
enzimas especializadas em remover espécies reativas de oxigénio: glutatione redutase, superéxido
dismutase, catalase e peroxidase (ROSA et al., 2005), que atuam, principalmente, durante a embebicao,
quando o metabolismo das sementes ¢é reativado (PAMMENTER; BERJAK, 2000). Contudo sementes
que nao suportam a dessecacdo ndo apresentam, ou 0s mecanismos antioxidantes sao ineficientes
(MARCOS FILHO, 2005).

A tolerancia a dessecacado, geralmente, esta associada ao ambiente de cultivo das espécies;
sementes adaptadas ao ambiente seco, geralmente, sao tolerantes a desidratacdo (RAJJOU et al., 2012;
RIBEIRO et al., 2012; VICI et al., 2010). A espécie C. brasiliense ocorre no Cerrado (FLORA DO
BRASIL, 2016) e ha indicios de que suas sementes sédo tolerantes a dessecacdo (MENDES, 2015), mas
possuem uma caracteristica peculiar, que é alto teor de agua, no momento da disperséo, proximo de
40% (SOUSA, 2016), mais comum de sementes recalcitrantes (LONG et al., 2014).

3.5 Referéncias

ARAUJO, F. D. A review of Caryocar brasiliense (Caryocaraceae): an economically valuable of central
Brazilian Cerrados. Economic Botany, Bronx, v. 49, p. 40-48, 1995.

BAILLY, C.; EL-MAAROUF-BOUTEAU, H.; CORBINEAU, F. 2008. From intracellular signaling networks
to cell death: the dual role of reactive oxygen species in seed physiology. Comptes Rendus Biologies,
v.331, p. 806-814.2008. Disponivel em:< 10.1016/j.crvi.2008.07.022.> Acesso em: 04 abr. 2016.

BARRADAS, M. M. Morfologia do fruto e da semente de Caryocar brasiliense (piqui) em varias fases de
desenvolvimento. Revista de Biologia, [S.l.], v. 9, p. 69-84, 1973.

BARRETO, L. C.; GARCIA, Q. S.; MORALES, M.: MULLER, M.: MUNNE-BOSCH, S. Vitamin E and
defense-related phytohormones are reliable markers of embryo growth in macaw palm fruits exposed to
various storage conditions. Plant Cell, Tiss Organ Cult, Amsterdam, v. 118, p. 203-213, 2014.

BASKIN, C. C.; BASKIN, J. M. A classification system for seed dormancy. Seed Science Research, v.
14, n. 1, p. 1-16, 2004.

BASKIN, C. C.; BASKIN, J. M. Seeds: Ecology, Biogeography, and, Evolution of Dormancy and
Germination. 2 ed. San Diego: Academic Press, 2014. 1600 p.

BERNARDES, T. G.; NAVES, R. V.; REZENDE, C. F. A.; BORGES J. D.; CHAVES, L. J. Propagacéo
sexuada do pequizeiro (Caryocar brasiliense Camb.) estimulada por acido giberélico. Pesquisa
Agropecuaria Tropical, Goiania, v. 38, n. 2, p.71-77, 2008.

BEWLEY, J. D.; BRADFORD, K. J.; HILHORST, H. W. M.; NONOGAKI, H. Seeds: physiology of
development, germination and dormancy. 3 ed. New York: Springer, 2013.

BEWLEY, J.D. Seed germination and dormancy. The Plant Cell, v. 9, p. 1055-1066, 1997.
BLECKMANN, A.; ALTER, S.; DRESSELHAUS, T. The beginning of a seed: regulatory mechanisms of
double fertilization. Front Plant Sci, v. 5, p.1-11. Disponivel em: < 10.3389/fpls.2014.00452>. Acesso
em: 05 maio. 2015.

CARVALHO, N. M.; NAKAGAWA, J. Sementes: ciéncia, tecnologia e producédo. 4 ed. Jaboticabal:
Funep, 2000. 588 p.



16

CARVALHO, P. E. R. Espécies arbéreas brasileiras. Brasilia: Embrapa Informacao Tecnoldgica, 2008.
v.3. 593p.

CARVALHO, V. S.; RIBEIRO, L. M.; LOPES, P. S. N.; AGOSTINHO, C. O.; MATIAS, L. J;
MERCADANTE-SIMOES, M. O.; CORREIA L. N. F. Dormancy is modulated by seed structures in palms
of the cerrado biome. Australian Journal of Botany, v. 63, n. 5, p. 444-454, 2015.

COSTA, C. J. Armazenamento e conservagdo de sementes de espécies do Cerrado. Distrito Federal:
Embrapa Cerrados, 30.p, 2009.

DANTE, R. A.; LARKINS, B. A.; SABELLI, P. A. Cell cycle control and seed development. Frontiers in
Plant Science, v. 5, p.493, 2014. Disponivel em: <10.3389/fpls.2014.00493>. Acesso em: 18 abr. 2017.

DEKKERS, B. J.; WBENTSINK, L. Regulation of seed dormancy by abscisic acid and DELAY OF
GERMINATION 1. Seed Science Research,v.25,p. 82-98, 2015.

DOMBROSKI, J. L. D.; PAIVA, R.; ALVES, J. M. C.; SANTOS, B. R.; NOGUEIRA, R C.; PAIVA, P.D. O
BARBOSA, S. Métodos para superacdo da dorméncia fisiolégica de Caryocar brasiliense Camb. Cerne,
Lavras, v. 16, n. 2, p. 131-135, abr./jun. 2010.

FERREIRA, A. G.; BORGUETTI, F. F. Germinac¢ao: do béasico ao aplicado. Porto Alegre: Artmed,
2004.

FINCH-SAVAGE, W. E.; LEUBNER-METZGER, G. Seed dormancy and the control of germination. New
Phytologist, v.171, p.501-523, 2006. Disponivel em: <10.1111/j.1469-8137.2006.01787.x>. Acesso em:
07 set. 2016.

FLORA DO BRASIL. Lista de espécies da Flora do Brasil. Disponivel em:
<http://floradobrasil.jbrj.gov.br/reflora/listaBrasil/ConsultaPublicaUC/> Acesso em: 04 abr. 2017.

FOOTITT, S.; DOUTERELO-SOLER, 1.; CLAY, H.; FINCH-SAVAGE, W. E. Dormancy cycling in
Arabidopsis seeds is controlled by seasonally distinct hormone-signaling pathways. Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America,v.108, p. 20236—20241, 2011.

FORBIS,T. A.; FLOYD, S. K.; QUEIROZ, A. The Evolution of Embryo Eize in Engiosperms and Other
Seed Plants: Implications for the Evolution of Seed Dormancy. Evolution, v. 56, n.11, p. 2112-2125,
2012.

FRIEDMAN, W. E.; WILLIAMS, J. H. Modularity of the angiosperm female gametophyte and its bearing
on the early evolution of endosperm in flowering plants. Evolution, v. 57, p. 216-230, 2003.

GOLDBERG, R. B.; PAIVA, G.; YADEGARI, R. Plant embryogenesis zygote to seed.Science, v. 266, n.
5185, p. 605-614,1994. Disponivel em: < 10.1126/science.266.5185.605>. Acesso em: 08 set. 2016.

HARTMANN, H. T.; KESTER, D. E.; DAVIES JR, F. T.; GENEVE, R. L. Plant propagation: Principles
and practices. 8. ed. Printice hall: Upper Sadd River, 2010. 928p.

HILHORST, H. W. M. A critical update on seed dormancy. 1. Primary dormancy. Seed Science
Research, Cambridge, v. 5, n. 2, p. 61-73, 1995.

HOLDSWORTH, M. J.; BENTSINK, L.; SOPPE, W. J. J. Molecular aspects of seed dormancy.
PlantBiology, V. 59, n. 1, p. 387, 2008. Disponivel em: <
http://www.annualreviews.org/eprint/xPNuldgaFdbEpZJGwhxA/full/10.1146/annurev.arplant.59.032607.0
92740 >. Acesso em: 27 out. 2016.

HONG, T. D., ELLIS, R. H. A protocol to determine seed storage behavior. Technical Bulletin n. 1,
Italy, International Plant Genetic Resources Institute, 1996.



17

KERMODE, A.; FINCH-SAVAGE, B. Desiccation sensitivity in orthodox and recalcitrant seeds in relation
to development. In: BLACK, M.; PRITCHARD, H. W. Desiccation and Survival in Plants, Drying without
Drying. Wallingford: CAB International, 2002.p. 149-184.

KUCERA, B.; COHN, M. A.; LEUBNER-METZGER, G. Plant hormone interactions during seed dormancy
release and germination. Seed Sci Research. v15, p. 281-307, 2005.

LONG, R. L.; GORECKI, M. J.; RENTON, M.; SCOTT, J. K.; COLVILLE, L.; GOGGIN, D. E;
COMMANDER, L. E.; WESTCOTT, D. A.; CHERRY, H.; FINCH-SAVAGE, W. E. The ecophysiology of
seed persistence: a mechanistic view of the journey to germination or demise. Biological Reviews
Cambridge Philosophical Society, 2014.

LORENZI, H. Arvores brasileiras: manual de identificacdo e cultivo de plantas arbéreas do Brasil. 5. Ed.
Nova Odessa: Instituto Plantarum, 2008. v. 1. 384 p.

MARCOS FILHO, J. Fisiologia de sementes de plantas cultivadas. Piracicaba: FEALQ, 2005. 495p.

MENDES, D. S. Dorméncia, germinacéo e longevidade em sementes de pequizeiro (Caryocar brasiliense
Camb.) 2015. 50p. Dissertacdo (Mestrado em Producdo Vegetal) - Instituto de Ciéncias Agrérias,
Universidade Federal de Minas Gerais, Montes Claros, 2015.

NAMBARA E., OKAMOTO M., TATEMATSU K., YANO R., SEO M., KAMIYA Y. Abscisic acid and the
control of seed dormancy and germination. Seed Science Research, Cambridge, v. 230, n. 2, p. 55-67,
2010.

NEVES, S. C.; RIBEIRO, L. M.; CUNHA, I. R. G.; PIMENTA, M. A. S.; MERCADANTE-SIMOES, M. O;
LOPES, P. S. N. Diaspore structure and germination ecophysiology of the babassu palm (Attalea vitrivir),
Flora, v. 208, p. 68-78, 2013.

NONOGAKI, H.; BASSEL, G. W.; BEWLEY, J. D. Germination — Still a mystery. Plant Science, v. 179, n.
6, p. 574-581, 2010.

ORACZ, K.; BOUTEAU, H. E. M.; FARRANT, J. M.; COOPER, K.; BELGHAZI, M.; JOB, C.; JOB, D,
CORBINEAU, F.; BAILLY, C. ROS production and protein oxidation as a novel mechanism for seed
dormancy alleviation. Plant Journal, Oxford, v. 50, p. 452-465, 2007. Disponivel em:< doi:
10.1111/1.1365-313X.2007.03063.x>. Acesso em 21 fev. 2017.

PAMMENTER N.W., BERJAK P. Evolutionary and ecological aspects of recalcitrant seed biology. Seed
Science Research, v.10, p.301-306, 2000.

PAMMENTER, N. W.; BERJAK, P. A revew of recalcitrant seed physiology in relation to desication-
tolerance mechanisms. Seed Science Research, Wallingford, v.9, p.13-37, 1999.

PINHAL, H. F.; ANASTACIO, M. R.; CARNEIRO, P. A. P.; SILVA, V. J.; MORAIS, T. P. ; LUZ, J. M. Q.
AplicacBes da cultura de tecidos vegetais em fruteiras do Cerrado. Ciéncia Rural, v.41, n.7, p.1136-
1142, 2011.

POSTMA, F. M.; AGREN, J. Maternal environment aff ects the genetic basis of seed dormancy in
Arabidopsis thaliana. Molecular Ecology, v. 24, p. 785 — 797, 2015.

RAJJOU, L.; DEBEAUJON, I. Seed longevity: survival and maintenance of high germination ability of dry
seeds. Comptes Rendus Biologies, Paris, v. 331, p. 796-805, 2008.

RAJJOU, L.; DUVAL, M.; GALLARDO, K.; CATUSSE, J.; BALLY, J.; JOB, C.; JOB, D. Seed Germination
and Vigor. Annual Review of Plant Biology, v.63, p. 507-533, 2012.Disponivel em < 10.1146/annurev-
arplant-042811-105550>. Acesso em 21 fev. 2017.



18

RIBEIRO, L. M.; OLIVEIRA, T. G. S.; CARVALHO, V. S.; SILVA, P. de O.; NEVES, S. da C.; GARCIA, Q.
S. The behaviour of macaw palm (Acrocomia aculeata) seeds during storage. Seed Science and
Tecnology, v. 40, 2012.

ROSA, S.D.V.F. da; PINHO, E.R.V.; VIEIRA, E.S.N.; VEIGA, R.D.; VEIGA, A.D. Enzimas removedoras
de radicais livres e proteinas LEA associadas a tolerancia de semesntes de milho a alta temperatura de
secagem. Revista Brasileira de Sementes, v. 27, n. 2, p. 91-101, 2005.

SABELLI P.A. Seed development: a comparative overview on biology of morphology, physiology, and
biochemistry between monocot and dicot plants. In: AGRAWAL, G. K; RAKWAL, R. Seed development:
OMICS technologies toward improvement of seed quality and crop yield. Dordrecht, the Netherlands:
Springer, 2012. p. 3-25.

SOUSA, A. M. S. Estrutura, Qualidade Fisiolégica e Armazenamento de Sementes de Caryocar
brasiliense (Caryocaraceae) 2016. 89p. Dissertacdo (Mestrado em Producdo Vegetal) - Instituto de
Ciéncias Agrarias, Universidade Federal de Minas Gerais, Montes Claros, 2016.

SOUSA, M. S.; LOPES, P. S. N.; RIBEIRO, L. M.; ANDRADE, M. S.; MERCADANTE SIMOES, M. O.
Structural aspects of germination control in pyrenes of Caryocar brasiliense (Caryocaraceae). Trees,
v.31, n.1, p. 1-16, 2017. Disponivel em: <10.1007/s00468-016-1514-2>. Acesso em: 17 fev. 2017.

TEDESCO, S.B.; STEFANELLO, M.O.; SCHIFINOWITTMANN, M.T.; BATTISTIN, A.; DALL’AGNOL, M.
Superacdo da dorméncia em sementes de espécies de Adesmia D.C. (Leguminosae). Revista
Brasileira de Agrociéncia, v.7, n. 2, p.89-92, 2001.

TUCKER, M.R.; KOLTUNOW, A.M.G. Sexual and asexual (apomictic) seed development in flowering
plants: molecular, morphological and evolutionary relationships. Functional Plant Biology, v.36, p.490-
504, 2009.

VICI, R. A.; GALILI, G.; FERNIE, A. R.; FAIT, A. Seed desiccation: a bridge between maturation and
germination. Trends in Plant Science, v.15, n. 4, p. 1360-1385, 2010.



19

4 ARTIGOS

4.1 Artigo 1- Desenvolvimento do fruto e maturacdo da semente de Caryocar brasiliense
(Caryocaraceae)
Resumo

Caryocar brasiliense, pequizeiro, € uma espécie arb6rea endémica do Cerrado. Os frutos, fonte de renda
para populagfes tradicionais, sdo utilizados na inddstria de alimentos, farmacéutica e de cosméticos.
Objetivou-se relacionar as fases do desenvolvimento do pericarpo e da semente com a capacidade
germinativa, estabelecimento da dorméncia, deposicdo de reservas e tolerancia a dessecagcdo no
embrido. Ao longo do desenvolvimento do fruto, foram realizadas avaliacdes biométricas no pericarpo e
na semente e avaliagdes anatdbmicas, histoquimicas, ultraestruturais e cultivo in vitro e ex vitro dos
embrides. O desenvolvimento do fruto ocorreu em cerca de 90 dias e foi caracterizado por trés fases: i)
histodiferenciacéo; ii) maturagdo do endocarpo; iii) maturacéo do mesocarpo e da semente. O endocarpo
aculeado atingiu a maturidade, precocemente, atuando como estrutura protetora do embrido. O
mesocarpo e a semente apresentaram conteddo de matéria seca crescente ao longo do
desenvolvimento do fruto. Embrides apresentaram alto grau de diferenciacdo (primérdios foliares e feixes
vasculares) e capacidade germinativa precocemente, aos 40 dias ap6s a antese (DAA). O inicio da
deposicao de reservas embrionarias coincidiu com a aquisi¢cao de tolerancia a desidratacéo, alcancada
préximo aos 50 dias DAA. A pronunciada dorméncia seminal esteve relacionada aos tecidos adjacentes
ao embrido. O fruto de C. brasiliense desenvolve um conjunto de caracteristicas morfofisioldgicas
peculiares como endocarpo rigido e incrustado de aculeos, semente contendo embriGes com hipocétilos
expandidos, que armazenam reservas e sdo tolerantes & dessecagéo, além da dorméncia seminal, as

quais contribuem para adaptacao da espécie ao ambiente de clima sazonal do bioma Cerrado.

Palavras-chave: Dorméncia. Embrido. Germinag&o. Pericarpo. Tolerancia a dessecacéo.
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4.1 Article 1-Development of fruit and maturation of the Caryocar brasiliense (Caryocaraceae)

seed

Abstract

Caryocar brasiliense, pequizeirois an arboreal species endemic of the Cerrado. The fruits, source of
income for traditional populations, are used in the food, pharmaceutical and cosmetic industries. The
objective of this study was to relate the phases of pericarp and seed development with germinative
capacity, establishment of dormancy, deposition of reserves and tolerance to desiccation in the embryo.
During the development of the fruit, biometric evaluations were performed in the pericarp and in the seed
and anatomical, histochemical and ultrastructural evaluations and in vitro and ex vitro culture of the
embryos. The development of the fruit occurred in about 90 days and was characterized by three phases:
i) histodifferentiation; ii) maturation of the endocarp; iii) mesocarp and seed maturation. The acaracled
endocarp reached maturity early, acting as the protective structure of the embryo. The mesocarp and the
seed presented increased dry matter content along the development of the fruit. Embryos showed a high
degree of differentiation (early leaf and vascular bundles) and early germination capacity at 40 days after
anthesis (DAA). The beginning of the deposition of embryonic reserves coincided with the acquisition of
tolerance to dehydration, reached near the 50 days DAA. The pronounced seminal dormancy was related
to the tissues adjacent to the embryo. The C. brasiliense fruit Develops a set of peculiar
morphophysiological characteristics as a rigid and acrid encrusted endocarp, seed containing embryos
with expanded hypocotyls, which store reserves and are desiccant tolerant, in addition to seminal
dormancy, which contribute to the adaptation of the species to the environment of the biome's seasonal

climate Cerrado.

Keywords: Dormancy. Embryo. Germination. Pericarp. Desiccation tolerance.
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1 INTRODUCAO

Caryocar brasiliense Camb. (Caryocaraceae), pequizeiro, € uma espécie arbérea endémica e com
ampla distribuicdo no Cerrado (FLORA DO BRASIL, 2016). Os frutos oleaginosos da espécie
proporcionam renda para populacdes tradicionais, uma vez que s&o utilizados para extracao de dleo
comestivel e a fabricacdo de conservas, licores e sorvetes (ARAUJO, 1995; BARRADAS, 1973; ASCARI
et al., 2013). Os frutos possuem, ainda, potencial de uso na industria farmacéutica e de cosméticos,
pelas suas propriedades anti-inflamatérias, antioxidantes e antimicrobianas (AMARAL et al., 2014;
MACHADO; MELLO; HUBINGER, 2013; ROESLER et al.,, 2008). No entanto o desmatamento e o
extrativismo intenso dos frutos de C. brasiliense vém ameacando a sobrevivéncia das populacdes
naturais (ARAUJO, 1995). Além disso, as sementes apresentam baixa germinabilidade (BERNARDES et
al., 2008; DOMBROSKI et al., 2010), dificultando a producdo de mudas em larga escala para plantios
comerciais e conservacao.

A baixa germinabilidade comumente esta associada a dorméncia, que é a incapacidade de uma
semente completar a germinacéo, mesmo sob condi¢des favoraveis (BASKIN; BASKIN, 2004; BEWLEY
et al., 2013). As sementes de C. brasiliense apresentam dorméncia fisiolégica (DOMBROSKI et al., 2010;
MENDES, 2015; SOUSA et al.,, 2017), ocasionada pela incapacidade do embrido em superar a
resisténcia imposta pelos tecidos adjacentes (um conceito de BASKIN; BASKIN, 2014).

O estabelecimento da dorméncia e da toleréncia a dessecacgédo, além da deposicéo das reservas,
ocorre, ao longo do desenvolvimento das sementes, que, para a maioria das espécies, envolve as fases
de histodiferencia¢do, acumulo de reservas e dessecag¢do (BEWLEY et al., 2013; HARTMANN et al.,
2010). No entanto existe uma grande diversidade na distribuicdo temporal das fases entre as espécies e
um ndmero consideravel de variagdes quanto ao padrao geral (BEWLEY et al., 2013; WERKER,1998).

C. brasiliense possui um diasporo peculiar (BARRADAS, 1973; SOUSA, et al.,, 2017) e nao
existem relatos na literatura abordando a associacdo entre o desenvolvimento do pericarpo e
caracteristicas morfofisiologicas da semente, como a capacidade germinativa, tolerancia a dessecacéo e
a anatomia e ultraestrutura dos embrides. Estes estudos poderdo contribuir, para a ampliagdo dos
conhecimentos sobre o desenvolvimento dos frutos, em geral e sobre as estratégias reprodutivas desta
importante espécie do bioma Cerrado.

Obijetivou-se, no presente trabalho, relacionar aspectos biométricos do desenvolvimento dos frutos
com aspectos anatdmicos e fisioldgicos do desenvolvimento das sementes de C. brasiliense. Procurou-
se responder as seguintes perguntas: 1) Quais as fases de desenvolvimento do fruto? Il) Como estdo
relacionadas as fases de desenvolvimento do fruto com a capacidade germinativa, estabelecimento da

dorméncia e tolerancia a dessecac¢éo?
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Coleta do material vegetal e avaliacbes biométricas

Foram selecionadas 29 plantas de C. brasiliense, com, aproximadamente 10 anos de idade, em
um pomar experimental, localizado no Instituto de Ciéncias Agrarias da UFMG, municipio de Montes
Claros, Norte do Estado de Minas Gerais, Brasil. A partir do més de setembro, as datas da antese das
flores foram registradas. Foram realizadas coletas semanais dos frutos em desenvolvimento até os 90
DAA dias, ap6s a antese, ocasido da absciséao.

O exocarpo, juntamente com mesocarpo externo, foram retirados com auxilio de faca. Até os 40
DAA, as sementes foram retiradas do endocarpo com o auxilio de uma faca e, nos demais tempos,
utilizou-se torno manual de bancada, alicate, motoesmeril e pin¢a, conforme metodologia proposta por
Mendes (2015). Para cada periodo, em quatro repeticdes de cinco frutos, foram mensurados o
comprimento, a largura e espessura do fruto e da semente. Para o exocarpo + mesocarpo, endocarpo e
semente, foram determinadas as massas frescas e as massas secas, ap0s a desidratacdo em estufa a
105°C por 24 horas, sendo calculado o teor de agua (BRASIL, 2009). Os frutos de C. brasiliense podem
desenvolver de uma a cinco sementes (BARRADAS, 1973); as avalia¢gdes foram realizadas apenas em
frutos monospérmicos, identificados precocemente pela morfologia esfereiforme, a fim de favorecer a

definicdo das fases de desenvolvimento.
2.2 Capacidade germinativa dos embrides e tolerancia a dessecagao

Aos 40, 50, 60, 80 e 90 DAA, foi avaliada a capacidade germinativa in vitro dos embrifes. As
sementes foram retiradas dos frutos, conforme descrito anteriormente, desinfestadas em solugédo de
hipoclorito de soédio 2%, por 10 minutos, lavadas trés vezes em agua destilada e conduzidas para a
camara de fluxo laminar. Os embrides foram retirados dos tegumentos, com auxilio de bisturis e
estiletes, depositados em solugdo de 100 mg L™ de acido ascérbico, para evitar oxidacdo e foram
desinfestados em solucdo de hipoclorito de sodio 0,5%, por 10 minutos, seguido por tripa lavagem em
agua destilada e autoclavada (121° C por 20 minutos). A inoculacédo foi realizada em tubos de ensaio (20
x 3 cm), contendo 20 mL do meio de cultura previamente autoclavado, contendo sais MS (MURASHIGE
E SKOOG, 1962) com 75% de sua concentracéo original, suplementado com 0,5 mg L™ de tiamina, 1mg
L™ piridoxina, 0,5 mg L™ de &cido nicotinico, 100 mg L™ de mio-inositol, 0,5 g L™ de caseina hidrolisada,
3049 L™ de sacarose, 3 g L™" de carvéo ativado e 6 g L* de agar, com o pH ajustado para 5,7 (RIBEIRO
et al.,, 2011). Os embrides foram conduzidos para camera de germinacdo a temperatura de 30 °C e
auséncia de luz, por 30 dias.

Embrides foram inoculados, nas mesmas condigbes descritas acima, apés a desidratagdo por
cinco dias, em recipientes de vidro (previamente autoclavados e selados com papel), mantidos em
caixas de polietileno com silica gel. A silica foi previamente desidratada em estufa, a 130° C por 8 horas

e foi substituida quando foram observadas alteracdes na cor. Utilizou-se quantidade de silica equivalente
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a massa dos recipientes mais as sementes. Em ambas as avaliacdes, foram considerados germinados
0os embrifes que emitiram a raiz primaria (5 mm) ou que apresentaram plimulas com comprimento
superior a 10 mm. Foram classificados como mortos aqueles embriGes amolecidos e atacados por
microrganismos que ndo apresentaram germinacao.

Nos mesmos periodos, foi avaliada a capacidade germinativa dos embriGes em condigdo ex vitro,
utilizando caixas plasticas gerbox transparentes (11x 11x 3,5 cm). Os embrides foram colocados para
germinar sobre duas folhas de papel filtro autoclavadas e umedecidas com agua destilada e autoclavada
na proporcédo de 2,5 vezes a massa do substrato (BRASIL, 2009). Foram utilizados embrides hidratados
(retirados diretamente das sementes) e desidratados, sendo os demais procedimentos e avaliacdes
realizadas conforme descrito anteriormente.

Ambos os experimentos (condi¢cdo in vitro e ex vitro) foram estabelecidos, em delineamento
inteiramente casualizados, considerando-se esquema fatorial 5 (tempos) x 2 (embrides hidratados ou
desidratados) e quatro repeticdes de cinco embrides. Os dados foram tomados por contagem de
embriBes germinados, transformados em percentuais e submetidos a andlise de variancia, sendo as

meédias comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

2.3 Anatomia e histoquimica dos embrifes

Aos 35, 40, 50, 60, 80 e 90 DAA, embrides foram retirados dos frutos, conforme descrito
anteriormente e foram fragmentados sob lupa, com auxilio de lamina de barbear, em cubos com arestas
de, aproximadamente, 3 mm nas seguintes regides: polo radicular, regido mediana do hipocdétilo e
epicétilo. O material foi fixado em solugcdo de Karnovsky (KARNOVSKY, 1965) por 24 horas em VAcuo,
desidratado em série etilica e incluido em 2-hidroxi-etil-metacrilato (PAIVA et al.,, 2011). Seccdes
longitudinais (5 um de espessura) foram obtidas com utilizacdo de micrétomo rotativo (Atago,Téquio,
Japéo). As seccBes foram coradas com azul de toluidina 0,05%, pH 4,7 (modificado de O'BRIEN et al.,
1964) e montadas em laminas com resina acrilica (Itacril, ltaquaquecetuba, Brasil).

Foram realizados testes histoquimicos com reagente de Lugol (JENSEN, 1962), para identificacéo
de amido; acido periddico e reagente de Schiff (PAS) (FEDER; O'BRIEN, 1968), para identificacdo de
polissacarideos; Sudan Black (PEARSE, 1980), para lipidios totais e Xylidine Ponceau (VIDAL, 1970),

para proteinas totais.

2.4 Microscopia eletrénica

Para microscopia eletronica de varredura (MEV), foram obtidas amostras da plumula aos 35, 40,
50, 60, 80 e 90 DAA. As amostras foram fixadas em solucéo de Karnovsky vacuo (KARNOVSKY, 1965)
por 24 horas, desidratadas em série etilica, secas ao ponto critico (utilizando-se CO;), em equipamento
apropriado (CPD 020, Bal-Tec, Balzers, Liechtenstein), preparadas em suportes de aluminio,

metalizadas com ouro em aparelho (MED. 010- Balzers, Balzers, Leichtenstein) e analisadas em
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microscopio eletrénico de varredura Quantum 200 (FEI Company, Eindhoven, Holanda), com captura de
imagem digital, em 12-20 kV (ROBARDS, 1978).

Para microscopia eletrbnica de transmissao (MET), foram obtidas amostras da regido do né
cotiledonar de embriées com 40, 50 e 90 DAA, seccdes de aproximadamente 0,4 mm de espessura. As
amostras foram fixadas em solucdo de Karnovsky por 24 horas a vacuo (KARNOVSKY, 1965), pos-
fixadas em tetréxido de ésmio 1% (tampéo fosfato 0,1 M, pH 7,2), desidratadas em série acetbnica e
infiltradas em resina Araldite. Secc¢8es ultrafinas (50 nm) foram contrastadas com acetato de uranila e
citrato de chumbo. As secc¢bes foram examinadas utilizando microscopio eletrénico de transmisséo
Philips CM 100 (Philips/FEI Corporation, Eindhoven, Holanda) a 80 kV (ROBARDS, 1978; ROLAND,
1978).

3 RESULTADOS

3.1 Desenvolvimento do fruto

O desenvolvimento do fruto de C. brasiliense ocorreu em cerca de 90 dias e foi caracterizado por
trés fases, considerando a variacdo de caracteristicas biométricas de suas estruturas: i)
histodiferenciacéo; ii) maturagcdo do endocarpo e iii) maturacdo do mesocarpo e da semente (Fig. 2 a-d).

A fase de histodiferenciacdo ocorreu até os 40 DAA e foi caracterizada pelos maiores contetidos
de agua e pela maior parte das alteracdes nas dimensdes das estruturas, aspectos que sdo associados
a histogénese (Fig. 1a-d; 2 a-d). Apo6s a fecundagéo, ocorreu, em cerca de trés dias, a abscisdo da maior
parte das estruturas florais, sendo possivel, aos 10 DAA, a identificacdo do fruto, cujo exocarpo
apresentava coloracdo marrom (Fig. 1b). Aos 30 DAA, a coloracdo do exocarpo havia se alterado para
verde e foi possivel identificar visualmente, tomando como referéncia os estudos anatdmicos sobre o
desenvolvimento do pericarpo, realizados por Barradas (1973), as principais estruturas do fruto (Fig. 1c).
Nesta ocasido, o endocarpo ainda ndo se apresentava lenhoso e nao tinha aculeos desenvolvidos e o
embrido, de pequenas dimensfes, estava restrito a regido micropilar. Aos 40 DAA, os aculeos ja
estavam presentes, porém ndo lignificados, e o embrido ocupava, aproximadamente, a metade da
cavidade seminal (Fig. 1d).

A fase de maturacdo do endocarpo ocorreu entre 41 a 60 DAA e foi caracterizada pelos valores
maximos de massa seca alcancados pela estrutura, o que esteve associado a expressiva redugdo no
contelido de agua (Fig. 2a-d). Ao final desta fase, as dimensdes do fruto e da semente alcangcaram
valores proximos dos maximos, o endocarpo apresentava-se lenhoso e rigido, com numerosos aculeos
lignificados e embrido ocupava toda a cavidade seminal (Fig. 2a-b; 1e).

A maturidade da semente e do mesocarpo (maximos de massa seca) foram alcangadas cerca de
90 DAA, momento da disperséo do fruto (Fig. 1g-h; 2c-d). Ao final da fase, o mesocapo interno, macio,
aromético e com uma coloracdo amarelada encontrava-se aderido ao endocarpo, constituindo o pirénio
(Fig. 1h). A semente que apresentou teor de agua proximo a 40%, no momento da disperséo, era

reniforme, com tegumento de coloragdo marrom, radicula inconspicua e plimula evidente (Fig. 1i; 2d).
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3.2 Capacidade germinativa dos embrides e tolerancia a dessecacéo

Os embrides de C. brasiliense, hidratados e cultivados in vitro, apresentaram capacidade
germinativa precoce, aos 40 DAA, ao final da fase de histodiferenciacdo (Fig. 3a). Aos 50 DAA, a
germinabilidade dos embrides decresceu, voltando a apresentar valores acima de 70%, a partir dos 80
DAA. Os embrifes, submetidos a dessecagédo, aos 40 DAA, ndo apresentaram capacidade germinativa,
sendo a tolerancia a dessecacéo adquirida, a partir dos 50 DAA e presente na maior parte dos embrides,
a partir dos 60 DAA.

No cultivo ex vitro dos embrides ndo ocorreu diferenca significativa decorrente das condi¢des de
hidratacéo (Fig. 3b). Aos 40 DAA, os embrides ndo apresentaram capacidade germinativa, evidenciando
gue, nesse estadio de desenvolvimento, os embrides, além de ndo suportarem a dessecacdo (como
evidenciado pelo cultivo in vitro), ndo possuiam reservas suficientes para germinar. Nos demais tempos,

parte dos embrides foram tolerantes a dessecac¢éo e germinaram.

3.3 Anatomia da semente

Aos 35 DAA, os embrides apresentaram plumula em inicio de desenvolvimento com o domo
meristematico apical, primeiros primérdios foliares e cotilédones (Fig. 4a-b). Eram evidentes a
protoderme, com disposi¢éo periférica, procadmbio, organizado em corddes com disposi¢do concéntrica,
meristema fundamental predominante e com células maiores e meristema apical caulinar, com células
pequenas e justapostas (Fig 4b). Na regido mediana do hipocétilo, as células do meristema fundamental
eram maiores e mais vacuoladas (Fig. 4c) e os corddes procambiais formavam um cone que se afunilava
em direcdo ao polo radicular, em que esta presente uma zona meristemética adjacente a protoderme
(Fig. 4d). Aos 40 DAA, a plumula apresentou cotilédones alongados e numerosos primoérdios foliares
(Fig. 4e-f). Na regido mediana do hipocétilo com elementos traqueais e crivados, em inicio de
diferenciagdo, foram identificados nos corddes procambiais (Fig 4g). No polo radicular, o promeristema
estava diferenciado e a zona meristematica periférica ativa e expandida (Fig. 4h). Aos 50 DAA, os
cotilédones apresentavam-se mais alongados e eram evidentes novos primdrdios foliares imbricados
sobre o meristema apical (Fig. 4i). Feixes vasculares diferenciados foram identificados nos cotilédones e
primérdios foliares, além de acumulo de reservas nas células do meristema fundamental (Fig. 4j). A
regido mediana do hipocétilo apresentava-se bastante expandida, principalmente, pela proliferacdo e
expansdo das células do meristema fundamental, as quais apresentavam acumulo de compostos de
reserva (Fig. 4k). Diferenciacdo de feixes vasculares, também, eram evidentes no polo radicular (Fig. 4l).
Aos 60 DAA, os cotilédones haviam cessado seu alongamento; ndo havia indicios de emissdo de novos
primdrdios foliares e aqueles emitidos anteriormente apresentavam significativo alongamento (Fig. 4m-
n). Ao longo de todo o hipocétilo, havia feixes vasculares diferenciados (Fig. 40) e, no polo radicular, as
células dispostas externamente, produzidas pela zona meristematica periférica, haviam acumulado

compostos fendlicos e se encontravam justapostas ao tegumento, o qual também apresentava acimulo
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de fendlicos (Fig. 4p). Aos 80 DAA, observou-se a continuidade do aumento das dimensdes dos
primérdios foliares associado a deposicao de reservas nas células do meristema fundamental (Fig. 4 g-r).
Todo o hipocétilo encontrava-se aderido ao tegumento, o qual apresentava algumas camadas de células
pequenas e justapostas e camadas de células expandidas com distribuicdo periférica; todas as células
do tegumento apresentavam significativo acimulo de compostos fendlicos (Fig. 4s). No polo radicular,
tanto o meristema apical quanto a zona meristematica periférica apresentavam grande atividade (Fig. 4t).
Na ocasido da disperséo, a expansao celular na plimula havia proporcionado aumento no diametro e
conformacao cilindrica a estrutura (Fig. 4u-v). As células do hipocétilo apresentavam significativa
expansao (comparar Fig. 4k e Fig. 4w). No polo radicular, as células produzidas pela atividade do
meristema apical haviam se diferenciado em células do meirstema fundamental, as quais haviam
acumulado reservas e células procambiais organizadas em corddes, com disposi¢édo conica (Fig. 4x). Na
extremidade do polo radicular, estavam justapostas a camada de células embrionarias periféricas e o

tegumento, ambos com significativo acimulo de compostos fenélicos (Fig 4x).

3.4 Deposicéo de reservas

Aos 40 DAA, na regido do né cotiledonar e da plimula, a reserva proteica e de amido estava
ausente nas células do meristema fundamental (Fig. 5a-c) e havia discreto acimulo de polissacarideos
de paredes (Fig. 5b) e lipidios (Fig. 5d). Aos 50 DAA, observou-se o inicio de acumulo de proteina e
amido (Fig. 5e-g) e aumento da reserva lipidica (Fig. 5h). Entre os 60 e os 90 DAA, observou-se um
aumento gradual na quantidade e volume dos corpos proteicos, graos de amido e corpos lipidicos (Fig.
5i-t).

Apbs 40 DAA, as células da regido do nd cotiledonar apresentaram parede celular delgada, nicleo
volumoso, citoplasma denso, rico em organelas, especialmente mitocéndrias e reticulos
endoplasmaticos; foram observados pequena quantidade de corpos lipidicos e raros plastidios com
acumulo de amido (Fig. 6 a-b). Aos 50 DAA, as células apresentaram significativa expansao,
espessamento da parede celular e proliferagdo de corpos lipidicos no citoplasma; ampliou-se a formacao
de plastidios com deposi¢do de amido e ocorreu proliferacdo dos corpos proteicos, com pequenas
dimensdes, envolvidos por membranas (Fig. 6 c-d). No final do desenvolvimento, 90 DAA, as células
apresentaram-se completamente carregadas com numerosos corpos lipidicos, corpos proteicos com

dimensdes variadas contendo inclusdes e plastidios contendo amido (Fig. 6e-f).

4 DISCUSSAO

O desenvolvimento dos frutos é, normalmente, complexo e variavel entre as espécies, envolvendo
fases de alteracdes morfofisiologicas (GILLASPY; BEN-DAVID; GRUISSEM, 1993; MCATEE et al., 2013;
OZGA; REINECKE, 2003). No caso do fruto de C. brasiliense, esse processo apresentou peculiaridades

quanto ao padrdo de desenvolvimento de suas estruturas a caracteristicas do embrido.
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4.1 Desenvolvimento do fruto e peculiaridades do embrido

O desenvolvimento do fruto de C. brasiliense ocorreu em cerca de 90 dias e pdde ser dividido em
trés fases, baseado em caracteristicas biométricas: i) histodiferenciacao; ii) maturacdo do endocarpo e
iii) maturacao do mesocarpo e da semente. A fase de histodiferenciacao constitui, tipicamente, a primeira
etapa do desenvolvimento dos frutos que, em geral, é caracterizada pela intensa atividade de divisdo e
diferenciagéo celular, acarretando a formacdo dos tecidos (DANTE; LARKINS; SABELLI, 2014). A
histodiferenciacdo em C. brasiliense demandou quase metade do tempo total de desenvolvimento do
fruto, o que destoa do padréo mais comum (GILLASPY; BEN-DAVID; GRUISSEM, 1993). A maturagdo
do endocarpo foi precoce e anterior a fase de maior deposicdo das reservas no mesocarpo € no
embrido. Esse evento, juntamente com o fato de que o embrido s6 ocupou toda a cavidade seminal,
apos a completa formacéo e lignificacdo dos aculeos, indica papel importante da estrutura na protegéo
do embrido contra predadores, conforme relatado para esta espécie (SOUSA et al.,, 2017) e outras,
tipicas do bioma Cerrado (MAZZOTTINI-DOS-SANTOS et al., 2015; MONTOYA et al., 2016).

O mesocarpo de C. brasiliense apresentou aumento progressivo da massa seca até o momento
da disperséo, o que aconteceu sem reduc¢do acentuada do teor de agua. A ndo estabilizacdo da matéria
seca é um padrdo encontrado em frutos climatéricos, os quais apresentam uma fase de amadurecimento
apos a dispersao, aspecto ainda ndo completamente elucidado para a espécie (OLIVEIRA et al., 2006;
OLIVEIRA et al., 2017; RODRIGUES et al., 2015).

A semente de C. brasiliense demonstrou diversas peculiaridades em seu desenvolvimento. Foram
identificadas apenas as fases de histodiferenciagdo e maturacdo, sem ocorréncia de uma fase especifica
de dessecacdo apOs a maturacéo fisiolégica (ponto em que é atingido 0 méximo de massa seca). Ao
contrario, ocorreu acumulo progressivo de reservas no embrido, até o final do desenvolvimento, e a
semente foi dispersa com teor de agua proximo a 40%. Em geral, o padrdo de desenvolvimento de
sementes compreende trés etapas: histodiferenciacdo, maturacdo e dessecacdo (BEWLEY et al., 2013;
HARTMANN et al., 2010; KERMODE, FINCH-SAVAGE, 2002). A fase de dessecacdo, que resulta na
diminuicdo dos teores de agua abaixo de 20%, € de ocorréncia tipica em sementes com comportamento
ortodoxo ou intermediario, as quais séo tolerantes a dessecacdo (BEWLEY et al.,, 2013). Apesar da
semente de C. brasiliense ndo passar por uma fase de dessecacdo drastica, ela apresenta
caracteristicas que sugerem comportamento ortodoxo ou intermediario, como tolerancia & desidratagéo
(a qual, inclusive, € alcancada precocemente), embrides ricos em reservas proteicas e lipidicas e
dorméncia (SOUSA et al., 2017). Além disso, espécies com ocorréncia, em ambientes de clima seco ou
sazonal, frequentemente, apresentam sementes com comportamento ortodoxo, o que favorece a
disperséo e a formacgéo de bancos de sementes (RAJJOU et al., 2012; RIBEIRO et al., 2012).

O embrido de C. brasiliense representa quase a totalidade da semente, o que é considerado uma
caracteristica derivada (FORBIS, FLOYD, QUEIROZ, 2002). O hipocdtilo € a regiao mais desenvolvida
do embrido e a maior parte das reservas sao depositadas nessa estrutura. Os cotilédones séo
rudimentares e a radicula indiferenciada, conforme identificado nos trabalhos de Barradas (1973) e

Sousa et al. (2017). O embrido apresenta varios primordios foliares, o que indica alto nivel de
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diferenciagdo. A vascularizagdo ocorreu precocemente, aspecto peculiar, pois sistema vascular
diferenciado raramente é encontrado em embrides (WERKER, 1997). E possivel sugerir que o
estabelecimento da vascularizacdo, antes da maturacdo do embrido, possa facilitar a translocacdo de
reservas, 0 que podera ser demonstrado em trabalhos futuros. O tegumento externo da semente € rico
em compostos fendlicos compostos que sdo conhecidos pelo papel tanto na protecéo do embrido quanto
na restricdo da germinacao, contribuindo, assim, para a interacdo da semente com o ambiente (BEWLEY
et al., 2013). No entanto o papel do tegumento, no controle da germinacdo na semente de C. brasilense,

ainda, ndo esta definido, o que também constituiu um interessante tema para investigagao.

4.2 Desenvolvimento do embrido, capacidade germinativa, estabelecimento da dorméncia e

toleréncia a dessecacéo

A capacidade germinativa de embries de C. brasiliense foi adquirida precocemente. Houve
germinacdo de embribes excisados de sementes imaturas, ainda na primeira fase de desenvolvimento
dos frutos. A germinacéo de embrides, com 40 DAA, so6 foi possivel em condi¢des in vitro, uma vez que
0s embrides necessitaram de reservas para a germinacao e nessa fase s6 havia ocorrido a deposicao
parcial de lipideos. Normalmente, apds a fase de histodiferenciacédo, o embrido ja possui a capacidade
de germinar (BEWLEY et. al., 2013; HILHORST, 1995; REN; BEWLEY, 1999; KERMODE, 1990), uma
vez que, no inicio do desenvolvimento, o conteldo de ABA é baixo (TAYLOR et al., 2005). No entanto,
comumente, o ambiente da semente mantém o embrido em modo de desenvolvimento e previne a
germinacdo (KERMODE, 1990; KERMODE, BEWLEY, 1998). O ABA, por sua vez, tem um papel
primordial, durante a fase de maturagdo, mantendo o embrido em modo de desenvolvimento até a sua
completa formacdo (KERMODE, 2005).

Aos 50 DAA, houve uma diminuicdo da germinabilidade dos embries hidratados e cultivados in
vitro. Durante o desenvolvimento, a capacidade de germinacdo €, em sementes de diversas espécies,
suprimida pela instalacdo da dorméncia primaria, que coincide com a elevacdo dos niveis de ABA
durante a fase de maturacdo (BEWLEY et al., 2013). O ABA sintetizado no embrido é responsavel pela
dorméncia (FREY et al., 2004); contudo os tecidos circundantes da sementes tém importante atuacao no
incentivo ou manutencao da biossintese de ABA pelo embrido em desenvolvimento (KERMODE, 2005).
E importante ressaltar que, além da concentracdo, deve-se levar em consideracgdo a sensibilidade ao
ABA, pois sementes com alto teor de ABA apresentam varia¢des, no nivel de dorméncia e, inclusive,
podem ndo ser dormentes (HILHORST, 1995). Aparentemente, a retirada dos tecidos circundantes dos
embrides de C. brasiliense contribuiu para a superacdo parcial da dorméncia, o que corrobora os
resultados obtidos por Sousa et al. (2017).

A deposicdo de reservas e a aquisicdo da tolerancia a dessecacdo pelos embrifes também
ocorreu a partir dos 50 DAA. Esses eventos, da mesma forma, podem ser relacionados ao ABA, pois,
além da inducdo a dorméncia primaria, esse horménio desencadeia a sintese de proteinas de reserva e
promove a tolerancia a dessecacédo (BEWLEY et al., 2013). Tanto a tolerancia a dessecacao quanto a

dorméncia sao fatores importantes na adaptacdo da espécie as condicdes do bioma Cerrado, por
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favorecerem a sobrevivéncia dos embrides em bancos de sementes em um ambiente tipicamente

associado ao clima sazonal e com periodo de precipitacdo irregular.

5 CONCLUSAO

O desenvolvimento do fruto de C. brasiliense ocorre em cerca de 90 dias e pode ser caracterizado
por trés fases: i) histodiferenciacdo, ii) maturacdo do endocarpo e iii) maturacdo do mesocarpo e da
semente. A maturagéo precoce do endocarpo contribui para a prote¢cdo do embrido em desenvolvimento.
O mesocarpo e a semente apresentam contelGdo de matéria seca crescente ao longo do
desenvolvimento do fruto. As sementes ndo apresentam fase de dessecacédo e sao dispersas com teores
de agua préximo a 40%. Os embrides apresentam capacidade germinativa, ao final da fase de
histodiferenciacdo e desenvolvem estruturas especializadas como hipocétilo hiperdesenvolvido, varios
primdrdios foliares e feixes vasculares. A aquisicdo da tolerancia a dessecacdo coincide com a
deposicdo de abundantes reservas, o0 que, possivelmente, esta relacionado ao papel do ABA no
desenvolvimento seminal. A retirada dos tecidos adjacentes ao embrido contribui para a superagéo
parcial da dorméncia. O desenvolvimento do fruto de C. brasiliense é peculiar e as caracteristicas
morfofisiolégicas do pericarpo e da semente contribuem para adaptacdo da espécie ao clima sazonal do
bioma Cerrado.
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7 APENDICES

Fig. 1 Mo

(a) Flores em antese (b) Fruto, 10 DAA. (c) Fruto, 30 DAA, destacando o embrido (ponta de seta). (d)
Fruto, 40 DAA, mostrando aculeos nao lignificados (ponta de seta). (e) Fruto, 60 DAA, mostrando
aculeos ja lignificados (ponta de seta). (f) Fruto, 80 DAA, destacando aculeos totalmente desenvolvidos
(ponta de seta). (g) Frutos, 90 DAA. (h) Fruto, 90 DAA. (i) Embrido, 90 DAA, destacando a plumula
(ponta de seta). ed: tegumento interno, em: embrido, en: endocarpo, ex: exocarpo, fr: fruto, im:
mesocarpo interno, om: mesocarpo externo, pe: pedunculo, py: pirénio, sc:itegumento externo, sp:
sépala
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Fig. 2 Caracteristicas biométricas definidoras do desenvolvimento do fruto de C. brasiliense. Dimensdes
do fruto (a) dimensdes da semente (b) massa seca das estruturas do fruto e da semente (c) e conteddo
de &gua (d). As linhas pontilhadas delimitam as fases de desenvolvimento: | - histodiferenciagéo; Il -
maturacdo do endocarpo; Il - maturacdo do mesocarpo e da semente. As barras verticais indicam o erro
padrdo da média.
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Fig. 3 Germinabilidade de embrides de C.brasiliense em diferentes estadios de desenvolvimento.
Embrides cultivados in vitro (a) embriGes cultivados ex vitro (b). Letras minasculas comparam médias
entre os tempos de desenvolvimento do embrido. Letras mailsculas comparam médias entre embriées
hidratados e embrides desidratados. Médias seguidas pelas mesmas letras nao diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. As barras verticais indicam o erro padrdo da média.



36

Polo radicular
N R T
SONAL S TRk (1 2L
s %tsv,asmf
0 VI ?@?

579
v

NGO sty

O T T L

k&"'@}@é‘é}é"ﬁ"";‘

35d

40d

60 d

)

7

@/

80d

90 d

Fig. 4 Morfoanatomia de embrides de Caryocar brasiliense em diferentes fases de desenvolvimento. (b-
d,f,h,j,I,n,p,r,t,v,x) secgdes longitudinais.(g,k,0,s,w) sec¢des transversais. (a-d) 35 DAA (a-d): (a) Plimula,
(b) Epicotilo destacando os cotilédones e meristema apical em atividade, (c) Hipocétilo, (d) Polo radicular
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mostrando a zona meristematica. (e-h) 40 DAA: (e-f) Plumula, destacando cotilédones e primoérdios
foliares, (g) Hipocotilo evidenciando elementos traqueais diferenciados, (h) Polo radicular destacando o
promeristema radicular (ponta de seta). (i-I) 50 DAA: (i) Plumula destacando o aumento no nimero de
primérdios foliares, (j) Plumula evidenciando feixes vasculares diferenciados (ponta de seta), (k)
Hipocodtilo, evidenciando células do meristema fundamental volumosas e com acumulo de reservas, ()
Polo radicular evidenciando feixes vasculares diferenciados (ponta de seta). (m-p) 60 DAA: (m) Plimula
destacando epicétilo, cotilédones e primérdios foliares alongados, (n-0) Plimula e hipocétilo detalhando
elementos traqueais diferenciados (ponta de seta), (p) Polo radicular evidenciando revestimento interno
aderido ao embrido (ponta de seta) e zona meristemética. (q-t) 80 DAA: (q) Plimula evidenciando
epicotilo, cotilédones e primdrdios foliares alongados. (r) Plimula evidenciando elementos traqueais
diferenciados (ponta de seta). (s) Hipocotilo evidenciando o tegumento interno da semente aderido ao
embrido (ponta de seta). (t) Polo radicular evidenciando o promeristema da raiz bem diferenciado (ponta
de seta). (u-x) 90 DAA: (u-v) Plumula evidenciando epic6tilo com diametro expandido. (v) Plumula
evidenciando elementos traqueais diferenciados (ponta de seta). (w) Hipocétilo evidenciando a
protoderme pavimentosa. (x) Radicula evidenciando o revestimento interno aderido ao embrido (ponta de
seta preta) e o promeristema da raiz diferenciado (ponta de seta branca). co: cotilédone, ec: epicotilo,
gm: meristema fundamental, hy: hipocétilo, Ip: primérdios foliares, pc: procambio, pd: protoderme, sc:
revestimento, se: elementos crivados, sm: promeristema caulinar, te: elementos traqueais, vb: feixe
vascular, mz: zona meristematica.



38
Proteinas Carboidratos Amido Lipidios

40d

50d

60 d

5} 2

© { ="

Fow——r

80d

Fig. 5 Testes histoquimicos em plimula de embrides de Caryocar brasiliense em diferentes fases de
desenvolvimento. (a,e,i,m,q) Xylidine-ponceau (XP), coloracdo vermelha indicativa de proteina.(b,f,j,n,r)
Acido periddico e reagente de Schiff (PAS), coloracdo rosa indicativa de polissacarideos neutros.
(c,0.k,0,8) reagente de Lugol, coloracdo negra indicativa de amido. (d,h,I,p,t) Sudan Black,coloragéo
preta indicativa de lipidios. Pontas de seta indicam o composto acumulado. (a-d) 40 DAA: (a) Auséncia
de acumulo de proteina e amido. (d) Inicio de deposicdo de lipidios. (e-h) 50 DAA: (e-g) Inicio de
acumulo de proteina e amido. (h) Aumento do acumulo de lipidios. (i-) 60 DAA. (m-p) 80 DAA. (g-t) 90
DAA. (i-t) Entre 60 e 90 DAA observa-se um aumento gradual na quantidade e volume dos corpos
proteicos, grdos de amido e gotas lipidicas. co: cotilédone, ep: epicdtilo, pc: procambio, pd:
protoderme,vb:feixe vascular.
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Fig. 6 Imagens obtidas por MET de células do meristema fundamental do epicoétilo de embrides de
Caryocar brasiliense em diferentes fases de desenvolvimento. (a-b) 40 DAA. (c-d) 50 DAA. (e-f) 90 DAA.
(a) Célula com presenca de corpos lipidicos. (b) Plastidios com grédos de amido (ponta de seta branca) e
reticulo endoplasmatico (ponta de seta preta). (c) Célula com proliferacédo de corpos lipidicos. (d) Células
Com numMerosos corpos proteicos (seta preta) contendo inclusées (ponta de seta branca). (e) Corpos
proteicos com dimensdes variadas (seta preta) e plastidios contendo amido (ponta de seta branca). (f)
Detalhe da periferia de células adjacentes corpo proteico com incluséo (seta preta) e plastidios contendo
amido (pontas de setas brancas).cy:citoplasma; cw: parede celular, ob: corpos lipidicos, pb: corpos
proteicos, mi:mitocdndrias; nu: ndcleo: va: vacuolo.



40

4.2 Artigo 2- Superacdo de dorméncia e qualidade fisiolégica de sementes de pequizeiro

Resumo
Caryocar brasiliense Cambess (Caryocaraceae), pequizeiro, € uma espécie nativa do Cerrado brasileiro
e possui elevada importancia ecolégica, econdémica e social. Suas sementes possuem dorméncia o que
limita sua propagacéo em larga escala e impede uma exploragdo mais intensiva da espécie. Algumas
técnicas para superacdo de dorméncia vém sendo utilizadas, porém as suas relagdes com a qualidade
fisioldgica das sementes ainda ndo foram completamente elucidadas, o que pode aprimorar 0 processo
de propagacdo. Dessa forma, objetivou-se avaliar o efeito dos tratamentos de superacdo de dorméncia,
armazenamento e uso do &cido giberélico (GAs;) sobre a qualidade fisiolégica de sementes de C.
brasiliense . Utilizaram-se pirénios armazenados por 30 dias, embebidos em solucdo de GA; 375mg/L e
recém- dispersos sem nenhum tratamento (controle). Esses pirénios foram semeados em canteiros a
pleno sol e irrigados diariamente, sendo, em seguida, desenterrados e avaliados aos 30, 60, 210 e 300
dias pés-plantio, quanto a percentagem de germinagéo, de sementes ndo germinadas, de mortalidade de
sementes, de emergéncia de plantulas e indice de velocidade de emergéncia (IVE). Outro experimento
foi montado, na mesma condicdo do anterior, mas com pirénios armazenados por 120 dias e tratados
com 125mg/L de GA; e avaliados aos 60, 90, 120 e 210 dias pos-plantio. As caracteristicas avaliadas,
também, foram as mesmas do primeiro experimento, a excecao da germinacao. A estocagem e 0 uso de
GA; foram eficientes na promoc¢édo da germinacao, porém, apos 30 dias do plantio, a maior parte das
sementes ndo germinadas apresentava-se deterioradas. As sementes de pirénios recém-dispersos
(controle) tiveram, inicialmente, uma germinacao e emergéncia mais baixa, seguida de uma estabilizacao
entre (maio e agosto), retomando a emergéncia com aumento da temperatura do ambiente, no inicio da
estacdo chuvosa do ano seguinte a dispersdo. Entretanto, diferentemente dos demais tratamentos, boa
parte das sementes ndo germinadas ndo estavam deterioradas, indicando a capacidade da espécie em
formar banco de sementes, mesmo que temporario. Um maior tempo de armazenamento de pirénios
(120 dias) e tratados com GA; geraram altos indices de deterioragdo das sementes e baixa emergéncia;
provavelmente em decorréncia da elevagao da producéo de espécies reativas a oxigénio, verificado pelo
aumento de MDA em tecido embrionario de sementes armazenadas neste periodo. Portanto o
armazenamento e o tratamento com GA; foram eficientes, na promocao da germinacdo de sementes de
pirénios de C. brasiliense, porém aumentaram a sua deterioracdo. Sementes expostas por tempo
prolongado ao armazenamento apresentaram baixa emergéncia e alta deterioracdo, em decorréncia do

aumento da peroxidacéo lipidica.

Palavras-chave: Armazenamento. Caryocar brasiliense. Deterioragdo. Germinabilidade. GAs;.
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4.2 Article 2- Overcoming of dormancy and physiological quality of seeds of pequizeiro

Abstract
Caryocar brasiliense Cambess (Caryocaraceae), pequizeiro, is a native species of the Brazilian Cerrado
and has high ecological, economic and social importance. Its seeds have dormancy which limits large-
scale propagation and prevents more intensive exploitation of the species. Some techniques for
overcoming dormancy have been used, but their relationship with the physiological quality of the seeds
has not yet been fully elucidated, which may improve the propagation process. Thus, the objective of this
study was to evaluate the effect of treatments for dormancy, storage and use of gibberellic acid (GA3), on
the physiological quality of C. brasiliense seeds. They were used stored pyrenes for 30 days, embedded
in solution of GA; 375mg/L and recently dispersed without any treatment (control). These pyrenes were
sown in beds in full sun and irrigated daily, and then unearthed and evaluated at 30, 60, 210 and 300
days post-planting, in relation to the percentage of germination, non-germinated seeds, seed mortality,
seedling emergence index and emergency speed index (IVE). Another experiment was set up in the
same condition as in the previous one, but with pyrenes stored for 120 days and treated with 125mg/L of
GA; and evaluated on 60, 90, 120 and 210 days post-planting. The evaluated characteristics were also
the same as the first experiment, with the exception of germination. The storage and use of GA; were
efficient in promoting germination, but after 30 days of planting, most of the non-germinated seeds were
deteriorated. Freshly dispersed (control) seeds of germination initially had a lower germination and
emergence, followed by a stabilization between May and August, returning to the emergency with
increasing ambient temperature, at the beginning of the rainy season of the following year to the
dispersion. However, unlike the other treatments, most of the non-germinated seeds were not
deteriorated, indicating the ability of the species to form a seed bank even if temporary. A longer time of
storage of pyrénios (120 days) and treated with GA; generated high rates of seed deterioration and low
emergence; Probably due to the increase in the production of reactive oxygen species, verified by the
increase of MDA in the embryonic tissue of seeds stored in this period. Therefore, the storage and
treatment with GAz; were efficient in promoting the germination of C. brasiliense's pyrene seeds, but
increased the deterioration of the seeds. Seeds exposed for a long time to storage presented low

emergence and high deterioration, due to the increase of lipid peroxidation.

Keywords: Storage. Caryocar brasiliense. Deterioration. Germinability. GAs.
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1 INTRODUCAO

Caryocar brasiliense Cambess (Caryocaraceae), conhecido popularmente como pequizeiro, € uma
espécie nativa dos estados de Minas Gerais, Sao Paulo, Distrito Federal, Goias, Mato Grosso e Parana
(FLORA DO BRASIL, 2017). E considerada uma das espécies mais importantes do bioma Cerrado
(VIEIRA et al., 2006), pela sua importancia ecolégica, econdmica e social (SANTOS et al., 2013). A
espécie tem potencial para uso em recuperacdo de areas degradadas (CAMARGO et al., 2014), na
industria farmacéutica e de cosmético, mas a maior utilizagido é no setor alimenticio (ARAUJO, 1995).
Apesar de sua importancia, o baixo indice de agentes dispersores (COLLEVATTI, 2009), a expanséo
agropecudria (GIROLDO; SCARIOT et al., 2015), a quantidade cada vez menor de individuos jovens
encontrados em condi¢gBes naturais (LEITE et al., 2012) e o isolamento de popula¢des deixam a espécie
em risco de extingdo (MELO JUNIOR et al.,, 2012). Além disso, as sementes apresentam baixa
germinabilidade (DOMBROSKI et al.,, 2010) e, quando passam por um processo de armazenamento
mais longo, perdem a viabilidade (MENDES, 2015). Esses fatores dificultam a produg¢édo de muda, sendo
um obstaculo para conservacao e uso mais intensivo da espécie.

As sementes de C. brasiliense apresentam dorméncia fisiolégica (DOMBROSKI et al., 2010;
MENDES, 2015), que é determinada pelo baixo potencial de crescimento do embrido associado a
resisténcia mecanica ocasionada pelo endocarpo (SOUSA et al., 2017). J& existem alguns avangos, no
processo de propagacdo do C. brasiliense, dentre eles a utilizacdo do armazenamento e o0 uso
horménios como o acido giberélico (GAs) (DOMBROSKI et al., 2010; SOUSA et al., 2017; MENDES,
2015) para promover a germinacao da espécie.

Os hormbnios sdo compostos quimicos que atuam no crescimento e desenvolvimento das plantas
e tém um papel chave na manutencdo ou superacdo da dorméncia, em particular, o acido abscisico
(ABA) e as giberelinas (GAs), respectivamente (BEWLEY et al., 2013). O ABA é um regulador positivo
para inducdo e manuten¢cdo da dorméncia, impedindo a germinacdo. Ja as GAs sao responséaveis pelo
alongamento de células embriondrias e enfraquecimento de tecidos adjacentes ao embrido, promovendo
a germinacao e superando a dorméncia (KUCERA et al., 2005). Em sementes de C. brasiliense, o &cido
giberélico (GAs3) permite uma maior embebigcdo, aumento das dimensdes das sementes (SOUSA et al.,
2017) e da germinacdo (MENDES, 2015; SOUSA et al., 2017).

Outro processo utilizado para superar a dorméncia em sementes é a pés-maturacdo. As sementes
de muitas espécies apresentam uma diminuicdo no teor de ABA, ao serem submetidas ao
armazenamento; ha também uma alteracdo da sensibilidade das sementes ao ABA (BEWLEY et al.,
2013). Entretanto, depois da pds-maturacdo, h4 uma acumulo de espécies reativas a oxigénio (ROS)
que pode levar a deterioracdo da semente (NONOGAKI et al., 2010; ORACZ et al., 2007). Portanto
existe uma “janela oxidativa” relacionada aos niveis de ROS nas células, que primeiro atuam como
moléculas sinalizadoras e depois ocasionam danos celulares oxidativos, levando a deterioracdo e a
perda da viabilidade das sementes (BAILLY et al., 2004; BAILLY; EL-MAAROUF-BOUTEAU,;
CORBINEAU, 2008). Os processos que podem levar a superacao da dorméncia ou a deteriora¢do sao
aspectos importantes da semente (WEITBRECH; MULLER; LEUBNER-METZGER, 2011) e que devem



43

ser melhor entendidos. Trabalhos ja relataram o processo de deterioracdo em sementes de C.
brasiliense apos o plantio (MENDES, 2015; SOUSA, 2016), contudo ainda é necessario esclarecimento
do comportamento germinativo e da deterioracdo de sementes de pirénios recém-dispersos e tratados
para superar a dorméncia, semeados em canteiros a pleno sol.

Obijetivou-se avaliar o efeito dos tratamentos de superacdo de dorméncia, armazenamento e uso
do acido giberélico (GAs) sobre a qualidade fisiolégica de sementes de C. brasiliense. Procurou-se
responder as seguintes perguntas: qual a influéncia do armazenamento e da aplicagdo de GA; sobre a
germinacao e a deterioracdo das sementes em diferentes tempos de avaliagbes apds o plantio? Pirénios

submetidas ao maior armazenamento (120 dias) e tratados com GA; tém maior taxa de deterioracéo?

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta e procedimentos iniciais

Pirénios (endocarpo+semente), estrutura de dispersdo do pequizeiro, recém-dispersos foram
coletados em Dezembro de 2015, no municipio de Sao Jodo da Lagoa, Norte de Minas Gerais, Brasil
(16°46'42"S; 44°18'24"W). As sementes foram extraidas dos pirénios, conforme a metodologia de
Mendes (2015), quantificadas e descartadas aquelas que estavam danificadas por insetos, fungos,
apodrecidas, murchas e vazias. Ao final da extracdo, calculou-se a percentagem de sementes inviaveis.
J4 as sementes, aparentemente sem danos, foram avaliadas quanto ao teor de agua e germinabilidade
do lote.

Cinco repeticdes de 20 sementes foram utilizadas, para determinar o teor de agua, pelo método da
estufa a 105° C por 24 horas (BRASIL, 2009) e a germinabilidade do lote. Para a germinagéo, as
sementes previamente tratadas com fungicida Vitavax-tiram® (50%) foram semeadas, em bandejas de
polietileno transparente, contendo vermiculita irrigada com agua destilada e autoclavada a 80% da
capacidade de retencdo e mantidas em camara de germinacdo (BOD), a 30°C, com fotoperiodo de 12
horas de luz, por 30 dias. A germinacdo das sementes foi avaliada, diariamente e, ao fim dos 30 dias,

calculada a percentagem de germinacgéo do lote.

2.2 Germinacdo e qualidade fisiologica de sementes de pequizeiro tratadas com GA; e

armazenadas

Parte dos pirénios do lote descrito acima foi embebida em solucdo de GA; (Progibb 400), na
concentracdo de 375mg/L por quatro dias, enquanto a outra parte foi tratada com Gastoxin®, por cinco
dias, na dose de 6 pastilhas/m3 e armazenado em galpao aberto, seco e arejado por 30 dias.

Cinco repeticdes de dez pirénios, apés os tratamentos de embebicdo em solucdo de GA; e
armazenamento, foram seccionados transversalmente com o auxilio de uma guilhotina, retirando-se a
semente, para determinacdo do teor de agua, de acordo com Brasil (2009). Também, apds esses

tratamentos, sementes intactas foram extraidas, conforme a metodologia de Mendes (2015), semeadas
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em bandejas e colocadas em cdmara de germinacgéo, a 30°C conforme descrito anteriormente, utilizando
cinco repeticdes de 20 sementes.

Pirénios, submetidos a embebicdo em GA;, ao armazenamento, além dos recém-dispersos e sem
nenhum tratamento (controle), foram semeados em canteiro a pleno sol e irrigados diariamente. Para
cada um dos trés tratamentos, foram utilizados 16 parcelas de 100 pirénios alocadas ao acaso no
canteiro. Apds 30, 60, 210 e 300 dias do plantio retiraram-se quatro parcelas por tratamento para
realizacéo de avaliagdes.

Os pirénios foram avaliados, quanto a percentagem de germinacdo, de ndo germinagdo e de
mortalidade, bem como a percentagem de emergéncia de plantulas e ao indice de velocidade de
emergéncia (IVE). Foram considerados germinados, 0s pirénios, na ocasido da época de desenterrio
(30, 60, 210 e 300 dias do plantio), que apresentavam rachadura na regido do hilo, emisséo da raiz e/ou
da parte aérea. Por outro lado, classificados como pirénios ndo germinados aqueles que tiveram suas
sementes extraidas, conforme a metodologia de Mendes (2015) e que eram capazes de absorver agua e
intumescer, mas que ndo apodreceram e que possuiam, apés a retirada do tegumento, coloracdo branca
tipica de semente viavel (BRASIL, 2009). J& pirénios mortos, os que continham sementes amolecidas,
atacadas por microorganismos e que ndo apresentam nenhum sinal de germinacédo. A emergéncia foi
avaliada diariamente, sendo considerada quando os pirénios possuiam plantulas que emitiram 0,5 cm da
parte aérea acima do solo. O percentual de germinacdo, ndo germinacdo, mortalidade e emergéncia
foram determinados, respectivamente, pelo nimero de pirénios germinados, ndo germinados, mortos e
plantulas emergidas, dividido pelo namero total de pirénios da parcela em cada época (100) e
multiplicado por 100. O IVE foi calculado pelo somatério da divisdo do numero de plantulas emergidas
por dia pelo nimero de dias apés a semeadura (MAGUIRRE, 1962).

O experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial 3
(tratamento de pirénios) x 4 (tempo de permanéncia no solo: 30, 60, 210 e 300 dias), com quatro
repeticbes de 100 pirénios. Os dados de germinacdo de pirénios ndo germinados, mortalidade,
emergéncia e IVE foram submetidas a analise de variancia e as médias foram comparadas pelo teste
Tukey a 5% de probabilidade. Os dados de emergéncia de plantulas foram apresentados, na forma de
emergéncia acumulada mensal, para somente o tempo 300 dias pés-plantio. Os dados de temperatura
(méxima, minima e média), durante o periodo, foram coletados no banco de dados do INMET, estagéo
83437, sediado na UFMG / Campus Montes Claros (Fig. 1).

2.3 Germinacdo e qualidade fisiol6gica de sementes de pequizeiro semeadas no outono

Foi utilizada parte dos pirénios do lote do experimento anterior, porém armazenados por 120 dias
sob as mesmas condi¢des descritas anteriormente. ApOs esse periodo de estocagem, os pirénios foram
imersos em agua por 10 dias, trocando-a diariamente, para atingir a fase Il da embebicdo (MENDES,
2015), depois por mais quatro dias em solucdo de GA; (Progibb 400) na concentracéo de 125 mg/L.

Cinco repeticBes de dez pirénios, antes da embebicéo e logo apds o tratamento com GAgz, foram

seccionados transversalmente com o auxilio de uma guilhotina, para determinacéo do teor de agua, de
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acordo com Brasil (2009). A germinabilidade do lote, apés 0 armazenamento (120 dias) e apos o uso do
GA;, foi mensurada, utilizando tanto a semente isolada como o pirénio. Em ambas as estruturas de
propagacdo, foram usadas cinco repetices de 20 sementes ou pirénios, semeados em bandejas e
colocados em camara de germinacédo a 30°C, conforme relatado anteriormente. Quando se utilizaram
pirénios, foi avaliada a germinacéo até 120 dias p6s-plantio, enquanto semente isolada até 30 dias.

Os pirénios, apds a embebicdo em GA;, foram semeados no més de abril, em canteiro a pleno sol
e irrigados diariamente. Foram utilizadas 16 parcelas de 300 pirénios alocadas ao acaso no canteiro.
Apo6s 60, 90, 120 e 210 dias do plantio, retiraram-se quatro parcelas para realizacdo de avaliagdes.

Os pirénios foram avaliados quanto a percentagem de emergéncia de plantulas, ao indice de
velocidade de emergéncia (IVE) e a percentagem de pirénios com sementes deterioradas. Os critérios
de avaliagdo e mensuragéo dessas caracteristicas foram os mesmos adotados no experimento anterior.
E importante mencionar que n&o foi verificado o percentual de germinacdo e nem de ndo germinados
como no primeiro experimento, uma vez que, no momento das épocas de avaliagcdo, todos os pirénios
germinados j& apresentavam plantulas emergidas e 0s ndo germinados possuiam sementes
deterioradas.

O experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado, com quatro tratamentos
(época de avaliacao pés-plantio: 60, 90,120 e 210 dias) e quatro repetic6es de 300 pirénios. Os dados
de emergéncia, IVE, mortalidade foram submetidas a andlise de varidncia e as médias foram

comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

2.4 Quantificagdo de malondialdeido (MDA) em sementes de pequizeiro

Para a estimativa da peroxidacao de lipidios, por meio da quantificacdo do malondialdeido (MDA),
utilizou-se a metodologia adaptada de Health e Packer (1968). Amostras de 200 mg de tecido
embriondrio de sementes de pirénios recém-dispersos, armazenados por 30, 120 e 480 dias, foram
macerados em nitrogénio liquido e homogeneizado em &cido trifluoroacético (TCA) 0,1% (m/v), na
proporcado de 0,1 g mL de tampdo. O homogeneizado foi centrifugado a 10.000 rpm por 5 minutos,
adicionando-se 1 mL de solugdo contendo TCA 20% e acido tiobarbittrico (TBA) 0,5 % (m/v) em 250 pL
do sobrenadante. As rea¢fes foram incubadas em banho-maria a 95°C, por 30 minutos, seguidas de
resfriamento em gelo por 10 minutos e uma nova centrifugagéo, 10 minutos a 10000 rpm, com o objetivo
de eliminar residuos e bolhas. As leituras foram realizadas em espectrofotdbmetro (Shimadzu UV-1800) a
535 e 600 nm. A concentracdo do complexo entre MDA/TBA foi calculada, usando-se o coeficiente de
1,55 mM/cm e expressa em nmol MDA por grama de massa fresca.

Adotou-se o delineamento inteiramente casualizado, com quatro tratamentos (sementes de
pirénios recém-dispersos e armazenados por 30, 120 e 480 dias) e quatro repeticbes de 200 mg de
tecido embrionéario. Os dados foram submetidos a andlise de variancia e as médias foram comparadas

pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.
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3 RESULTADOS

3.1 Germinacgdao e qualidade fisioldgica de sementes de pirénios de pequizeiro tratadas com GA;

e armazenados

As sementes de pirénios recém-dispersos apresentaram uma percentagem de inviabilidade de
13%, teor de agua de 40,53% e germinabilidade de 38%. J& nos tratamentos que utilizaram sementes
oriundas de pirénios, que foram imersos em solucdo de GA; e armazenados por 30 dias,
respectivamente, tiveram uma germinacdo média de 68% e 53% e um conteldo de agua de 43% e
8,56%.

O uso do GA; e o armazenamento foram eficientes na superacdo da dorméncia e promoc¢éo da
germinacdo até 210 dias pos-plantio, uma vez que a germinabilidade nesses tratamentos foram,
significativamente superiores, em média, aproximadamente 24% aos pirénios recém-dispersos
(controle), sem nenhum tratamento (4,45%) (Fig. 2). Entretanto a permanéncia dos pirénios recém-
dispersos por 300 dias no canteiro superou a dorméncia, proporcionando o aumento da germinacéo e a
auséncia de diferenca significativa entre os tratamentos (Fig. 2). Outro aspecto importante, a taxa
germinativa ndo se alterou, ao longo do tempo, para os tratamentos com GAs; e armazenamento (Fig. 2),
0 que indica que a germinacdo ocorre, em sua maioria, trinta dias ap6s o plantio, primeira época de
avaliacéo.

Pelo menos em parte, a dorméncia foi um dos fatores que limitou a germinacéo até os 210 dias
pos-plantio, verificado pela elevada percentagem de sementes ndo germinadas (Fig. 3) e pela baixa
mortalidade destas (Fig. 4) nos pirénios recém-dispersos (controle). Ao contrario, nos outros dois
tratamentos, que superaram a dorméncia, 0 ndmero sementes ndo germinadas reduziu,
significativamente (Fig. 3), ao longo dos 210 pés-plantio, ndo pelo aumento da germinabilidade (Fig. 2),
mas, sim, pelo drastico incremento na mortalidade (Fig. 4), evidenciando que, apesar de superarem a
dorméncia, o armazenamento e 0 GA; proporcionam maior deterioracdo das sementes. Na avaliacdo dos
300 dias, ainda observou-se queda na percentagem de sementes ndo germinadas e aumento na
germinabilidade e mortalidade nos pirénios recém-dispersos, enquanto nos outros dois tratamentos
houve uma estabilizacdo quanto a estas caracteristicas (Fig. 2, 3 e 4).

A emergéncia foi mais elevada, nas trés primeiras épocas de avaliagdo, para pirénios submetidos
aos tratamentos de superacéo de dorméncia (dados néo apresentados), porém, ao final do experimento,
300 dias p6s-plantio, o uso de GA; foi 0 que permitiu a obtencado dos melhores resultados (Fig. 5). Para
pirénios tratados com GA; e armazenados, a emergéncia foi iniciada com mais de 30 dias apés o plantio
e concentrada nos meses de Margo e Abril, estabilizando-se a partir de Maio. Nos pirénios recém-
dispersos, a emergéncia de plantulas so iniciou trés meses depois do plantio (margo) e, assim como 0s
demais tratamentos, também, houve estabilizacdo da emergéncia (Fig. 5). Entretanto, apés 0 més de
agosto, com aumento da temperatura (Fig.1), houve uma retomada da emergéncia de plantulas, o que

ndo ocorreu nos tratamentos com GA; e armazenamento (Fig.5).
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Os pirénios que receberam tratamentos para superar a dorméncia apresentaram IVE superior ao
controle, a partir de 60 dias do plantio até o final do experimento (Fig. 6). Esses resultados seguem a
mesma tendéncia da percentagem de emergéncia de plantulas, demonstrando que o0 GA; e o0

armazenamento proporcionam uma germinacdo maior e mais precoce que o tratamento controle.

3.2 Emergéncia e qualidade fisiolégica de sementes de pequizeiro semeadas no outono

Ap6s 120 dias de armazenamento, o teor de agua das sementes foi de 6,93%, atingindo 47,69%,
quando os pirénios foram embebidos com solugdo de GA; A germinabilidade inicial foi de 1,7 % e,
depois do uso de GA; de 0,3%, enquanto nas sementes isoladas néo foi verificada a germinacao.

Sementes de pirénios, submetidas ao armazenamento por 120 dias, seguido pela embebicao em
agua e em solucdo de GA; 125 mg/L e plantadas no outono, apresentaram baixa emergéncia, em média
de 2,66%, ndo ocorrendo diferenca estatistica entre os tempos de avaliagdes pos-plantio. Também, para
o indice de velocidade de emergéncia, ndo houve diferenca ao longo de todo o periodo de avaliagbes,
com IVE médio de 0,14. A mortalidade das sementes foi alta, em todos os periodos, superior a 50%,
principalmente, a partir de 120 dias pés-plantio (Fig. 7). Os dados demonstram que a utilizagdo de
pirénios, com um periodo de armazenamento mais longo (quatro meses), seguido por varios dias de
embebicdo (14 dias) e plantados na estagdo com temperaturas mais baixas (Fig. 1), proporciona altas

taxas de deterioracdo da semente e baixa emergéncia.

3.3 Quantificacao de malondialdeido (MDA) em sementes de pequizeiro

Os tecidos embrionarios de sementes recém-dispersas apresentaram menor concentracdo de
malonaldeido (MDA), quando comparado a sementes com 120 e 480 dias de armazenamento (Fig. 8). A
elevada concentragdo de MDA, longo do tempo de armazenamento, indica o0 aumento da peroxidacao

lipidica e consequente diminui¢do da viabilidade das sementes.

4 DISCUSSAO

O tratamento com GAz promoveu a superacao da dorméncia e a germinacdo de sementes de C.
brasiliense. A dorméncia para espécie foi classificada como fisiol6gica néo profunda (DOMBROSKI et al.,
2010; MENDES, 2015), caracterizada por baixo potencial de crescimento do embrido associado a
resisténcia mecénica imposta pelo endocarpo (SOUSA et al., 2017). As giberelinas (GAs) aumentam o
potencial de crescimento do embrido e enfraquecem os tecidos adjacentes a ele, em razdo do
afrouxamento da parede celular, facilitando a protrusdo da raiz e, consequentemente, favorecendo a
germinacdo (FINCH-SAVAGE; LEUBNER-METZGER, 2006; NONOGAKI et al., 2010). Ao contrério, 0
acido abscisico (ABA) mantém a dorméncia, o que torna a relagdo ABA/GAs decisiva para inibir ou
promover a germinacdo (BEWLEY et al., 2013; BASKIN; BASKIN, 2014). Desta forma, ao se fazer uso

de GAs exdgenos, essa relacdo (GAs/ABA) aumenta, podendo superar a dorméncia (MIRANSARI;
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SMITH, 2014). Estudos demonstraram a eficiéncia da aplicacdo de GA; na superacdo da dorméncia e
promoc¢do da germinacdo em sementes de C. brasiliense (DOMBROSKI et al., 2010; SOUSA et al.,
2017; MENDES, 2015). Como o endocarpo ndo é um tecido vivo, em sementes de pequizeiro 0 GA;
atua, no afrouxamento da parede celular embrionaria, aumentando a expanséo celular (SOUSA et al.,
2017) e a capacidade do embrido romper o tecido adjacente.

O armazenamento, por 30 dias dos pirénios, também atuou na superacao da dorméncia e no
aumento e na velocidade da geminacdo de sementes de C. brasiliense. O periodo de armazenamento a
seco, também chamado de poOs-maturagdo, é eficiente na superagdo de dorméncia em algumas
sementes (BEWLEY et al., 2013; CARRERA et al., 2008; HOLDSWORTH; BENTSINK; SOPPE, 2008;
ORACZ, 2007), uma vez que proporciona uma diminuicdo no teor de ABA, em tecidos embrionarios,
durante o armazenamento (BARRETO et al., 2014). No processo de pds-maturacdo, ha aumento no
nivel de espécies reativas a oxigénio (ROS) nas células (BAILLY; EL-MAAROUF-BOUTEAU;
CORBINEAU, 2008; LIU et. al., 2010). Essas moléculas podem inativar enzimas envolvidas no processo
de sinalizagdo do ABA (MEINHARD; RODRIGUEZ; GRILL, 2002) e estimular producdo de GA
(EL-MAAROUF-BOUTEAU; BAILLY, 2008), o que pode interferir na relagdo GA/ABA, podendo superar
a dorméncia e promover a germinagéo.

Apesar de superarem a dorméncia, a utilizacdo do armazenamento e do GAj; aceleraram o
processo de deterioragdo, pois sementes submetidas a esses tratamentos germinaram até 30 dias e
emergiram plantulas até 90 dias apds o plantio, enquanto as ndo germinadas sofreram um rapido
processo de deterioragcdo, permanecendo somente uma pequena quantidade aparentemente viaveis.
Tratamentos de superacédo de dorméncia podem desencadear o aumento de ROS, durante a embebicéo,
que desempenham uma funcdo de moléculas sinalizadoras, no catabolismo do ABA, mas também tém
um papel deletério em nivel celular (BAILLY; EL-MAAROUF-BOUTEAU; CORBINEAU, 2008). Existe
uma “janela oxidativa” relacionada aos niveis de ROS nas células, que primeiro atuam superando a
dorméncia e depois ocasionam danos celulares oxidativos, levando a deterioragcdo e a perda da
viabilidade das sementes (BAILLY et al., 2004; BAILLY; EL-MAAROUF-BOUTEAU; CORBINEAU, 2008).
Essas moléculas atuam na oxidacdo de lipideos, proteinas e modificam propriedades funcionais das
membranas celulares (PARKHEY et al., 2012), podendo levar & morte celular (BAILLY; EL-MAAROUF-
BOUTEAU; CORBINEAU, 2008), o que pode explicar a elevada taxa de mortalidade das sementes, ap6s
30 dias nos tratamentos com GA;.

Sementes ndo submetidas aos tratamentos de supera¢@o de dorméncia ficaram por mais tempo
viaveis comparadas as demais e houve acréscimo da germinacdo e emergéncia, na Ultima avaliacao,
apo6s 10 meses do plantio, no més de outubro. O Cerrado apresenta duas estacdes: uma chuvosa
(Outubro a Marco) e uma seca (Abril a Setembro) (KLINK; MACHADO, 2005). O acréscimo da
germinacao e emergéncia, no inicio da estacdo chuvosa seguinte, pode significar que elas, durante o
periodo que ficaram no leito de plantio, superaram a dorméncia e ainda que a elevacdo da temperatura
tem a capacidade de atuar como um gatilho, para a germinacao, assim como ja foi constatado para
outras espécies que ocorrem no Cerrado (NEVES et al., 2013; RODRIGUES-JUNIOR et al., 2016). A

dorméncia é uma caracteristica importante de adaptacdo (POSTMA; AGREN, 2015), que atrasa a
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germinacao até a chegada da estacdo favoravel, para o crescimento da planta (GRAEBER et. al., 2012),
sincronizando a geminagdo com o momento ideal para o estabelecimento das plantulas (FOOTITT et al.,
2011). Além disso, a permanéncia de sementes viaveis e a emergéncia de plantulas, ap6s 10 meses da
disperséo, sugerem que, em condi¢cdes naturais, ha formacédo de banco de sementes, mesmo que seja
provisorio, para C. brasiliense.

Algumas espécies que possuem sementes dispersas, na segunda metade da estacdo chuvosa
(Dezembro a Marco), como C. brasiliense, utilizam do fenédmeno da dorméncia para atrasar a
germinacao até o periodo chuvoso seguinte (NEVES et al., 2013; RIBEIRO et al.,2012). Entretanto a
dorméncia, principalmente a fisiol6gica, € um fenbmeno que se caracteriza por uma variacdo na sua
intensidade, o0 que leva as sementes a terem tempos diferentes, para concluirem o processo de
germinacao, distribuindo-a no tempo (BASKIN; BASKIN, 2014). Isso pode justificar a presenca de
germinacdo e emergéncia de plantulas, ainda que baixa, de sementes recém-dispersas, logo apés a
semeadura, entre 30 e 120 dias, evidenciando que algumas nao possuiam dorméncia ou sua intensidade
era baixa. Aos 300 dias apds o plantio, mesmo com temperaturas mais elevadas, havia uma quantidade
expressiva de sementes ndo germinadas, proximo a 40%, indicando que, provavelmente, estas
sementes apresentavam uma intensidade de dorméncia maior, necessitando de mais tempo em
condicdes especificas, para libera-la da dorméncia e concluir a germinacéo. Outra possibilidade €& que
as sementes ndo germinadas, apds a liberagdo da dorméncia no leito de substrato, tenham-na
novamente adquirido, denominada de dorméncia secundaria. A capacidade de adquirir a dorméncia
secundaria ocorre, em geral, em espécies com sementes que, apos a dispersdo sao dormentes e nao
naquelas que, no momento da disperséo, nhdo sdo dormentes (BASKIN; BASKIN, 2014).

A germinabilidade de pirénios armazenados por 120 dias (1,7%) e a emergéncia destes tratados
com GA; (2,66%) foram muito baixos e a mortalidade das sementes elevada, proximo a 80% sete meses
apos o plantio. A situagdo acentua-se, observando 100% de mortalidade e nenhuma germinacao,
quando foram utilizadas sementes isoladas desses pirénios estocados e imersos em GAs;. Isso indica
que o endocarpo contribui para preservar, mesmo que minimamente, a viabilidade das sementes
armazenadas. O papel protetor do endocarpo contra a deterioragdo das sementes e a perda da
viabilidade e vigor, em sementes armazenadas de C. brasiliense, ja havia sido mencionado em outros
estudos (MENDES, 2015; SOUSA, 2016). O decréscimo, na germinacdo das sementes de pequizeiro no
tempo, pode ser resultado da oxidacdo lipidica, como relatado anteriormente. Esse processo gera a
formacdo de moléculas secundarias, como o malondialdeido (MDA), um aldeido que apresenta alto grau
de toxidade as células, o que o leva a tornar-se um importante marcador de peroxidacdo de lipideos
(DEL RIO et al., 2005). Portanto a baixa emergéncia e alta deterioracdo de sementes de pequizeiro
expostas por um periodo mais longo de armazenamento, 120 dias, pode ser explicada por uma produgéo
maior de MDA nesse periodo em comparagdo as sementes recém-dispersas.

A presenca de sementes, de pirénios recém-dispersos, nao germinadas e nao deterioradas (40%),
300 dias apés plantio, € muito superior aos tratamentos que utilizaram o armazenamento prévio a seco
de 30 (5%). As sementes de C. brasiliense, em substrato Umido, tém apresentado menor taxa de

mortalidade (SOUSA, 2016), atenuando, assim, os processos degradativos. Isso € uma caracteristica
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interessante, uma vez que alta umidade, geralmente, acelera o processo de deterioracdo de sementes
(BEWLEY et al., 2013) e que deve ser melhor investigado em estudos futuros.

5 CONCLUSOES

O armazenamento por 30 dias e o tratamento com GA; foram eficientes, na promoc¢édo da
germinacao de sementes de pirénios de C. brasiliense, porém proporcionaram maior deterioracdo das
sementes.

O plantio de pirénios recém-dispersos distribui a germinacéo e a emergéncia, ao longo do tempo,
a excecao da época mais fria entre Maio e Agosto.

A presenca de sementes vidveis e a emergéncia de plantulas, apés dez meses da disperséo,
sugerem, que, em condi¢cdes naturais, a espécie tem capacidade de forma¢do de banco de sementes
temporério no solo.

Sementes expostas ao armazenamento por tempo prolongado e semeadas no Outono

apresentaram baixa emergéncia e alta deteriora¢do, em decorréncia do aumento da peroxidagéo lipidica.
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Fig.1 Temperaturas (°C) maxima, minima e média no periodo de dezembro de 2015 a novembro de
2016.
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Fig. 2 Germinabilidade de sementes de pirénios de C.brasiliense recém-dispersos, tratados com GA;
375 mg/L e armazenados por 30 dias, avaliadas 30, 60, 210 e 300 dias pés-plantio. Letras minusculas
comparam média da germinacdo de sementes do mesmo tipo de pirénios em diferentes tempos. Letras
mailsculas comparam médias de germinagédo de sementes de tipos diferentes de pirénios no mesmo
tempo. Mesmas letras néo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Fig. 3 Sementes ndo germinadas de pirénios recém-dispersos, tratados com GA; 375 mg/L e
armazenados por 30 dias, avaliadas 30, 60, 210 e 300 dias péds-plantio. Letras minUsculas comparam
meédia da germinacdo de sementes do mesmo tipo de pirénios em diferentes tempos. Letras mailsculas
comparam médias de germinacdo de sementes de tipos diferentes de pirénios no mesmo tempo.
Mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Fig. 4 Mortalidade de sementes de pirénios de C.brasiliense recém-dispersos, tratados com GA; 375
mg/L e armazenados por 30 dias, avaliadas 30, 60, 210 e 300 dias pOs-plantio. Letras minusculas
comparam média da mortalidade de sementes do mesmo tipo de pirénios em diferentes tempos. Letras
mailsculas comparam médias de mortalidade de sementes de tipos diferentes de pirénios no mesmo
tempo. Mesmas letras nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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tratados com GA; 375 mg/L e armazenados por 30 dias, durante 300 dias pds-plantio. Mesmas letras
nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Fig. 6 Letras minusculas comparam IVE de plantulas provenientes de sementes do mesmo tipo de
pirénios, em diferentes tempos. Letras mailsculas comparam IVE de plantulas provenientes de
sementes de tipos diferentes de pirénios nho mesmo tempo. Mesmas letras ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Fig. 7 Mortalidade de sementes de pirénios de C.brasiliense armazenados por 120 dias e tratados com
GA; 125 mg/L avaliados 60, 90, 120 e 210 dias pos-plantio. Médias seguidas pelas mesmas letras nao
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Fig. 8 Concentragdo de MDA em sementes de pirénios de C. brasiliense recém-dispersos, armazenados
30, 120 e 480 dias. Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre si pelo

teste de Tukey a 5% de probabilidade.



