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diferem entre SI(P<0,05). c.veeiuiiiiieieeieeee ettt ettt et et aee b e eaeeneen 46
Tabela 7. Composi¢ao quimica das sementes sem alas (NSs) de A. macrocarpon, K. coriacea e
T. aurea. Valores médios + Erro Padrdo, n= 3. Macronutrientes: nitrogénio (N), fésforo (P),
potassio (K), calcio (Ca), magnésio (Mg), enxofre (S); Micronutrientes: zinco (Zn), ferro (Fe),
manganés (Mn), cobre (Cu) e boro (B). Dados expressos em termos de média + erro padrao
N 2RSSR PRRUTRSPRRR 73
Tabela 8. Analise quimica da composi¢ao da Areia utilizada como substrato do experimento.
Aluminio (Al), Sédio (Na) Capacidade de Troca Cationica (CTC), Potassio (K), Célcio (Ca),
Magnésio (Mg), Enxoftre (S), Ferro (Fe), Manganés (Mn), Zinco (Zn), Cobre (Cu), Boro (B),
FOSTOro (P) € NItrog€nio (IN). ..eeeeeiieeiieeeieeeeiteeeiee et e et e e e eeeestaeesaeeesaaeeessbeeesssaeenseeeneeesnnns 74
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RESUMO

Durante a fase de plantula, quando ainda esta estabelecendo a sua autotrofia, as reservas
presentes nos cotilédones fornecem os nutrientes necessarios para o desenvolvimento inicial
bem-sucedido. Ao retirar os cotilédones, os efeitos observados nas plantulas refletem a
dependéncia dos nutrientes oriundos da planta mae. Dependendo de quanto dos cotilédones foi
removido e do tempo de remogao, os efeitos podem ser mais brandos ou mais severos. Devido
a importancia da fase de plantula nas atuais técnicas de restauracao para o Cerrado, ¢ necessario
compreender os padrdes de desenvolvimento durante esse periodo de grande vulnerabilidade
as intempéries ambientais. As formacgdes savanicas do Cerrado possuem, muitas espécies que
apresentam sementes com sindrome de dispersdo anemocorica, entre elas estdo: Aspidosperma
macrocarpon, Kielmeyera coriacea e Tabebuia aurea. Essas espécies produzem plantulas
fanerocotiledonares, cujos cotilédones desempenham desde a fun¢do de reserva até a fungao
fotossintetizante. Com o objetivo de compreender o papel funcional dos cotilédones para essas
trés espécies arboreas nativas do Cerrado, foi feita a descricdo morfoldgica, quantificacao de
pigmentos e analises de composicao quimica das sementes e dos cotilédones, acompanhado os
padrdes de consumo das reservas cotiledonares de carbono (agucares soliveis, amido e
lipideos), nitrogénio (nitrogénio total), apés a germinacdo, e executados experimentos de
remo¢do cotiledonar. Nos experimentos de remocdo, sementes germinadas foram
transplantadas individualmente para recipientes de plastico transparente preenchidos com areia,
mantidas em casa de vegetacdo, e tiveram um ou os dois cotilédones removidos aos cinco, 10,
20 e 40 dias apos a germinacdo. O desenvolvimento destas plantas foi acompanhado por 90
dias, quando foram coletadas e comparadas aos controles, que mantiveram os cotilédones. Dos
cotilédones coletados aos 5, 10, 20 e 40 dias apos a germinagao, foi determinada a massa fresca
e seca, concentragao de acucares soluveis, amido, lipideos e nitrogénio total. Com exce¢do do
nitrogénio total, os mesmos parametros foram medidos para as folhas, caules e raizes das
plantas coletadas aos 90 dias apds a germinacgdo. Além disso, foi determinado o comprimento
da parte aérea e da raiz principal, area foliar e radicular destas plantas. Clorofila foi detectada
nos cotilédones das trés espécies, no entanto a concentracdo dependeu da espécie. Os
cotilédones permaneceram aderidos as plantulas por mais de 40 dias, sendo que os de K.
coriacea continuavam presentes € com coloracao verde e, portanto, funcionais aos 90 dias apos
a germinacao, enquanto os das outras duas espécies estavam senescentes ou sofreram abscisao.

Os padrdes de consumo das reservas dependeram da espécie e do tipo de reserva. No
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experimento de remocao, os resultados obtidos evidenciam os efeitos negativos causados pela
remocao cotiledonar. As plantas que tiveram os dois cotilédones removidos mais proximo da
germinacdo foram as mais afetadas, com expressiva reducdo de massa seca ¢ de area
fotossintética. Portanto, a remocao cotiledonar acarreta efeitos negativos no desenvolvimento
inicial, quanto maior a intensidade da remog¢ao e mais proéximo da germinagdo, mais severos

podem ser os efeitos.

Palavras-chaves: Remoc¢ao Cotiledonar, Reserva Cotiledonar, Reservas nas sementes,

Plantulas.

ABSTRACT

During the seedling stage, when autotrophy is still being established, the reserves stored in the
cotyledons provide the essential nutrients for successful early development. The removal of
cotyledons impacts the seedlings, reflecting their dependency on nutrients derived from the
mother plant. Depending on the extent and timing of cotyledon removal, the effects can range
from mild to severe. Given the importance of the seedling phase in current Cerrado restoration
techniques, understanding developmental patterns during this vulnerable period is crucial. The
savanna formations of the Cerrado include many species with anemochorous seed dispersal,
among them Aspidosperma macrocarpon, Kielmeyera coriacea, and Tabebuia aurea. These
species produce phanerocotyledonous seedlings, whose cotyledons serve both as storage organs
and as photosynthetic structures. To understand the functional role of cotyledons in these three
natives Cerrado tree species, we conducted morphological descriptions, pigment
quantifications, and chemical composition analyses of seeds and cotyledons, monitoring the
consumption patterns of cotyledonary carbon reserves (soluble sugars, starch, and lipids) and
nitrogen (total nitrogen) after germination, along with cotyledon removal experiments. For the
removal experiments, germinated seeds were individually transplanted into transparent plastic
containers filled with sand, maintained in a greenhouse, and had either one or both cotyledons
removed at 5, 10, 20, and 40 days after germination. The development of these plants was
monitored for 90 days, after which they were collected and compared to control plants that
retained their cotyledons. Cotyledon samples collected at 5, 10, 20, and 40 days after
germination were analyzed for fresh and dry mass, soluble sugar concentration, starch, lipids,
and total nitrogen. Except for total nitrogen, the same parameters were measured in the leaves,

stems, and roots of plants collected at 90 days after germination. Additionally, shoot and
12



primary root length, leaf area, and root area were assessed. Chlorophyll was detected in the
cotyledons of all three species: however, its concentration varied by species. Cotyledons
remained attached to seedlings for over 40 days, with those of K. coriacea still present, green,
and therefore functional at 90 days after germination, whereas those of the other two species
had either senesced or undergone abscission. The consumption patterns of reserves varied by
species and reserve type. The removal experiment revealed the negative effects of cotyledon
removal. Plants that lost both cotyledons closest to germination were the most affected, showing
a significant reduction in dry mass and photosynthetic area. Thus, cotyledon removal negatively
impacts early development, with more severe effects occurring when removal is more intense

and closer to the time of germination.

Keywords: Cotyledon Removal, Cotyledonary Reserves, Seed Reserves, Seedlings.
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1. INTRODUCAO GERAL

Para melhor aplicag@o das espécies nativas dentro de programas de recuperagao de areas
degradadas do Cerrado, com vista na importancia da restauracdo ambiental no cenario global,
faz-se necessario compreender o funcionamento das espécies nativas desde o estagio de
plantula. Em modelos de recuperagdo do Cerrado que utilizam técnicas de restauragdo por
semeadura direta (Cava et al., 2016), para que o individuo vegetal se estabeleca em campo, este
terd que superar a fase de germinagao e a fase de plantula. Apos a germinacao, diversos fatores
restringem o estabelecimento a um numero limitado de plantulas, sendo essa etapa do ciclo
vegetal uma das mais vulneraveis as intempéries ambientais (Hayashi et al., 2012).

Na avaliagdo inicial do sucesso da germinagao das espécies em atividades de restauragdo
ou conservacgao, ¢ importante a caracterizacao? dos individuos na fase de plantula. Do mesmo
modo que as caracteristicas presentes nos individuos vegetais adultos possibilita distinguir uma
espécie da outra, para plantulas essa distingao entre espécies também ¢ possivel. Combinando
o conjunto de caracteristicas de uma plantula, pode-se ndo s6 identificar a qual espécie ela
pertence, como ¢ possivel indicar o seu modo de dispersdo, a fungao cotiledonar ¢ a
fitofisionomia de ocorréncia. No Cerrado, com 44% da flora endémica (Klink & Machado
2005), as plantas lenhosas apresentam ricas adaptacdoes nos aspectos morfoldgicos e
fisiologicos que sdo refletidos nas formas de dispersdo das sementes, tipo de plantula e nos
padrdes de desenvolvimento inicial. A dispersdo anemocorica, onde as sementes sao
disseminadas pelo vento, ¢ frequente em espécies de formagdes savanicas (Peres, 2016). O tipo
cotiledonar, bem como o grau de dependéncia das reservas cotiledonares durante a formacao
das plantulas, sdo tracos adaptativos a0 meio em que as espécies ocorrem e estd relacionado
com a forma de dispersdo. As reservas cotiledonares sdo fonte essencial de nutrientes para as
plantulas até que essas estabelecam seu autotrofismo (Thomas & Costa, 1993).

Os cotilédones podem ter funcdo fotossintética e de armazenamento de materiais
nutritivos (Pereira & Secorun, 2017), sendo que, em muitos casos, podem desempenhar as duas
fungdes. Apds a germinagao, os cotilédones permanecem presentes nas plantulas e no decorrer
do tempo, os cotilédones diminuem de tamanho e posteriormente murcham e caem (Hayashi,
2012). A murcha e a queda dos cotilédones sdo frequentemente associadas com a translocagdo
das reservas ou o fim da sua funcionalidade, logo, existem periodos do desenvolvimento da
plantula em que estas sdo mais dependentes dos cotilédones. Essa dependéncia diminui a
medida que ocorre o estabelecimento da autotrofia com o desenvolvimento da parte area e

sistema radicular.
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Apbs a germinagdo, como o sistema radicular ndo estd plenamente desenvolvido e as
folhas estdo em formagao, ¢ esperado que o carbono e os nutrientes e inicialmente consumidos
sejam aqueles presentes nos cotilédones e que essa dependéncia diminua ao longo do tempo,
com o estabelecimento do sistema radicular e formacgdo das folhas. Assim a quantidade de
reservas de carbono e de elementos minerais (macro e micronutrientes) armazenados nos
cotilédones pode indicar quais os nutrientes limitantes mais criticos para o desenvolvimento
inicial do individuo. E isso recai sobre a no¢do geral de que a remog¢ao dos cotilédones ira
culminar invariavelmente na morte da plantula, mas o grau do desenvolvimento da autotrofia
geralmente nao ¢ considerado. Além disso, o impacto da remogdo dos cotilédones deve ser
maior em espécies com sementes menores em que o volume de armazenamento disponivel seria
menor. Assim seria possivel determinar diferentes estagios de dependéncia das plantulas dos
seus cotilédones.

Este estudo tem como finalidade examinar os efeitos da remocgao parcial ou total dos

cotilédones na fase inicial do estabelecimento vegetal.

2. OBJETIVOS E HIPOTESES

A remog¢ao de um ou os dois cotilédones em diferentes periodos apos a germinagao,
permite manipular a contribui¢cdo das reservas cotiledonares de carbono e nutrientes minerais
para o crescimento inicial das plantulas. Portanto, o objetivo desse estudo foi analisar os efeitos
da remocdo de um ou dos dois cotilédones em diferentes periodos, na sobrevivéncia e no
desenvolvimento inicial de trés espécies arbdreas nativas do Cerrado. As seguintes hipoteses

foram testadas:

1- Se a planta em desenvolvimento depende das reservas nutricionais nos cotilédones,
entdo a remocado destes deve causar efeitos negativos no crescimento e na sobrevivéncia das
plantulas. O impacto deve ser maior nas plantulas que tiverem os dois cotilédones removidos.

2- A dependéncia que as plantulas possuem das reservas cotiledonares ¢ maior nos
primeiros dias apds a germinagdo, que ¢ quando a maior parte das reservas existentes nos
cotilédones sdo transferidas para a plantula em formacao (transi¢cdo entre o estagio heterotrofico

para o autotrofico).

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
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A partir de um ovulo fertilizado a semente se desenvolve, formando a estrutura bésica
que ¢ constituida de maneira geral pelo tegumento, embrido e endosperma (tecido de reserva)
(Urquiza, 2012). A semente ¢ o principal meio de reprodugdo para a maioria das espécies
lenhosas (Oliveira, 2006), e apresenta variados tamanhos, formatos e respostas aos estimulos
ambientais. Assim como suas caracteristicas fisicas e quimicas, a maneira como sdo dispersas
também varia. No Cerrado, segundo Peres (2016), ao analisar a sindrome de dispersao de
espécies arboreas em diferentes tipos de fitofisionomia, a forma de dispersdo com maior
predominancia em formacdes savanicas € a zoocorica (63%), seguida pela anemocorica (34%)
e depois a autocorica (3%). A dispersdo zoocorica ¢ aquela em que o agente de dispersdo ¢ um
animal, na anemocorica o dispersor € o vento, e na autocoria a dispersao ¢ feita por processos
da propria planta, como por exemplo, a rapida abertura de frutos secos que impulsiona as
sementes para longe da planta mae. Logo, entre essas classes de dispersdo, ¢ expressiva a
quantidade de espécies arboreas em formagdes vegetacionais do tipo savanica, que sao
dispersas pelo vento.

A dispersao das sementes anemocoricas ocorre no periodo de seca no Cerrado, que
corresponde aos meses de junho a outubro, quando a pluviosidade diminui. As séries temporais
de dados climatoldgicos obtidos de estagdes meteorologicas na regido do Cerrado, tendem a
registrar as maiores médias de velocidade do vento coincidindo com a época de dispersdo das
sementes nao dormentes de espécies arbdreas anemocoricas, como por exemplo, Aspidosperma
macrocarpon, Kielmeyera coriacea e Tabebuia aurea (Silva Junior, 2012). Em consulta aos
dados disponiveis no site INMET (2024), ao verificar os valores de velocidade do vento para a
estacdo Brasilia (A001), no periodo de 2014 a 2023 (Figura 1), ¢ possivel verificar os meses
em que o vento atinge as velocidades médias mais altas. Os meses de seca sdo onde geralmente
ocorrem os maiores valores para velocidade do vento. Nos 10 anos observados, seis deles

possuem os meses de julho e setembro com as maiores velocidades médias (Tabela 1).

Tabela 1. Meses com as maiores velocidades médias do vento (m/s) entre 2014 e 2023.

Ano Més Velocidade (m/s)
2014 Setembro 2,64
2015 Junho 2,32
2016 Janeiro 2,00
2017 Setembro 3,51
2018 Julho 2,45
2019 Julho 2,52
2020 Janeiro 2,53
2021 Agosto 2,61
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Figura 1. Grafico com meses com as maiores velocidades médias do vento (m/s) entre 2014 ¢ 2023.

A anemocoria ¢ auxiliada por estruturas externas, geralmente localizadas no tegumento

das sementes. Uma das estruturas mais caracteristicas sdo as alas, que podem estar presentes
em apenas uma lateral (Qualea grandiflora, Figura 2a) circundando toda a semente (Lafoensia
pacari, Figura 2b) ou nas duas laterais (Kie/lmeyera coriacea, Figura 2c). Além do formato, as
alas possuem variacao de textura e de rigidez. Existem aquelas com texturas coridceas vistas
em sementes de Magonia pubescens (Figura 2d), ha as de textura papirdcea, presente na espécie

Aspidosperma macrocarpon (Figura 2e). Outras

estruturas

comuns,

sementes

anemocoricas, sdo as painas (ou plumas) que revestem as sementes e auxiliam na dispersao,

que sdo visiveis nas sementes de Eriotheca pubescens (Figura 2f).
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Figura 2. Sementes anemocoricas de espécies arboreas nativas do Cerrado, com diferentes tipos de
estruturas que auxiliam na dispersdo. a) Qualea grandiflora, b) Lafoensia pacari, c) Kielmeyera
coriacea, d) Magonia pubescens, €) Aspidosperma macrocarpon ¢ f) Eriotheca pubescens.

Por meio dessas estruturas as sementes sdo impulsionadas pelo vento. O modo de
dispersao influencia na massa seca das sementes, com sementes anemocoricas tendendo a variar
em massa de 0,01 a 200 mg, enquanto as sementes zoocoricas tendem a ser mais pesadas e a

alcancar maiores valores de massa seca (Leishman et al., 2000, De Melo et al., 2020).
3.1 Plantulas e tipos cotiledonares

Apbs a germinagdo, inicia-se um estagio temporario do desenvolvimento vegetal,
denominado de plantula, onde autores assumem como indicativo dessa etapa a auséncia do
pleno estabelecimento autotrofico (Pereira & Secorun, 2007). A autotrofia vegetal refere-se a
capacidade de sintetizar suas proprias substancias organicas por meio da fotossintese, que
promove a fixagao do carbono atmosférico (CO>) absorvido pelas folhas produzindo esqueletos
de carbono que podem ser combinados aos componentes inorganicos simples, majoritariamente
absorvidos pelo sistema radicular (Carvalho, 2003). De uma maneira geral, a plantula tem como
estrutura basica um eixo embrionario, hipocoétilo-radicula, um ou mais cotilédones e o epicdtilo
com os primdrdios foliares (Pereira & Secorun, 2007). Existem distintas classificacdes, sobre
os tipos das plantulas, baseadas na morfologia, funcionalidade e caracteristicas fisicas (posi¢ao

e exposicao) dos cotilédones (Gurgel, 2012).
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Em relagdo a exposicao, os cotilédones podem ser classificados como Fanerocotiledonar
(F), quando saem de dentro do tegumento, ou Criptocotiledonar (C), cotilédones que
permanecem dentro do tegumento apos a germinagdo; quando se refere a fungao, os cotilédones
sao classificados como sendo fotossintetizantes ou de reserva, € quanto a posi¢ao, podem ser
classificados como Epigeos (E), acima do solo, ou Hipdgeos (H) abaixo ou no nivel do solo
(Cavichiolo et al., 2009). Os cotilédones de aspecto fino, verdes e parecidos com as primeiras
folhas, apresentam fungao fotossintetizante e aspecto foliar (F); e aqueles que possuem maiores
espessuras, de aspecto carnoso € com coloragdes variadas, apresentam funcao de reserva (R)
(Montoro, 2008), ¢ ha aqueles que exercem as duas fungdes (de reserva e fotossintetizante em
concomitancia).

Seguindo a classificagdo proposta por Miquel (1987), existem oito tipos possiveis de
classificagdes de plantulas combinando essas trés caracteristicas gerais, mas sdo observaveis
apenas cinco, visto que os cotilédones que permanecem alojados dentro do tegumento ndo
possuem caracteristicas foliares. Sendo assim, os tipos de plantulas sdo: FEF -
Fanerocotiledonar Epigeo Foliaceo, FER — Fanerocotiledonar Epigeo de Reserva, FHR —
Fanerocotiledonar Hipogeo de Reserva, CER — Criptocotiledonar Epigeo de Reserva, CHR —
Criptocotiledonar Hipogeo de Reserva (Figura 3).

Figura 3. Classificacdo dos tipos de plantulas proposta por Miquel (1987). 1 - Fanerocotiledonar
Hipogea de Reserva; 2 - Fanerocotiledonar Epigea de Reserva; 3 - Fanerocotiledonar Epigea Foliar; 4 -
Criptocotiledonar Hipogea de Reserva e 5 - Criptocotiledonar Epigea de Reserva
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3.2 Reservas das Sementes

Nas Angiospermas, o desenvolvimento das sementes passa por trés fases: embriogénese
(histodiferenciacao), maturacao (expansao) e dessecacao (Bewley e Black, 2013). A
embriogénese ou histodiferenciagdo ¢ a fase inicial onde ocorrem as divisdes celulares ¢ a
diferenciag@o, onde os tecidos do embrido e do endosperma sao formados (Urquiza, 2012). Na
segunda fase, maturacdo, ocorre o crescimento das sementes (devido a expansao celular) e a
acumulagdo (ou deposicao) de carboidratos, proteinas e lipideos (Bewley e Black, 2013) nos
tecidos de armazenamento (endosperma, cotilédones e eixo hipocétilo-radicula). Nessa fase,
com a maturacdo do eixo embrionario, o endosperma (para sementes ndo endospermaticas) ¢
consumido, e as sementes passam a ser constituidas majoritariamente pelo embrido (eixo
embriondrio e cotilédones). A terceira fase caracteriza-se pela perda de dgua (Bewley & Black,
1994). As sementes, de diferentes espécies, possuem variagdes no tamanho e no conteudo de
suas reservas, segundo Socolowski & Cicero (2018) as sementes maiores, produzidas por uma
mesma espécie, possuem maiores quantidades de substancias de reserva.

As reservas nas sementes possuem compostos que servem como estoque de elementos
minerais e de carbono, tendo como compostos principais os carboidratos, lipidios e proteinas
(Buckeridge et al., 2004), que variam de concentragdo entre as espécies € que podem ser
essenciais para o sucesso do estabelecimento da planta no ambiente (De Melo ef al., 2020). Para
Camargos et al. (2013), a mobilizagdo das reservas ocorre na germinacao € no decorrer do
desenvolvimento das plantulas, para geragdo de energia, produgdo de matéria-prima que vai ser
utilizada na construcao de novas células e tecidos. Quanto maior o estoque de reserva disponivel
na semente, maior sera o vigor da plantula e, com isso, a mobilizagdo dessas reservas tem
importancia no estabelecimento dos individuos vegetais, ja que sua participagao ¢ fundamental
no estagio inicial de formag¢ao do novo individuo (Hennin et al., 2010). O tamanho da semente
tende a ser visto como um indicativo da dimensao das reservas, ou seja, sobre a disponibilidade.

Segundo Corte et al. (2006), analisando sementes da espécie Caesalpinia
peltophoroides, espécie arborea da familia Fabaceae, nativa do Brasil, durante a germinagao e
nas fases iniciais do desenvolvimento, os cotilédones reduzem de tamanho. A reducdo do
tamanho foi também observada por Hayashi ef al. (2012), e segundo os autores a diminuigdo
ocorre pois os nutrientes armazenados sdo transportados para as areas de crescimento, €
posteriormente os cotilédones murcham e caem. E comum considerar que a queda dos
cotilédones seja resultado da translocag@o das reservas ou que os cotilédones ndo possuem mais
uma funcdo visto que o individuo vegetal estabeleceu sua autotrofia.

20



De acordo com Bisognin et al. (2004), o efeito da remocao dos cotilédones, na producao
da massa seca, ¢ influenciado pela espécie e pela taxa de crescimento inicial. Segundo Thomas
e Costa (1993), plantulas de Glycine max em que, foram removidos dois ou nenhum cotilédone,
removidos mostraram desenvolvimento inferior em comparagao com as plantulas que tiveram,
um cotilédone sombreado ou os dois sombreados, sendo que para esta espécie os cotilédones
sdo majoritariamente de reserva. Para a espécie Cucumis sativus, que apresenta cotilédones
foliaceos, foi observado que a plantula ndo atinge seu pleno estabelecimento caso a remogao
tenha sido realizada quando os cotilédones nao tenham atingido sua total expansao (Bisognin,
2004). Oliveira e Morais (1999), ao trabalhar com seis espécies, Phaseolus vulgaris, Vigna
unguiculata, Leucaena leucocephala, Prosopis juliflora, Tamarindus indica e Delonix regia,
observaram que os cotilédones possuem papel fundamental no desenvolvimento inicial da
planta, pois fornecem substancias essenciais. A remo¢ao de ambos os cotilédones provocou
diminui¢cdo da capacidade de rebrota nas plantulas que sofreram excisdo dos dapices
epicotiledonares. Bonfil (1998) verificou que o crescimento e a sobrevivéncia de plantulas de
Quercus laurina e Quercus rugosa foram afetados de forma significativa pela excisdo dos
cotilédones.

Logo, se a remogao dos cotilédones gera efeitos negativos, pois trata-se da remoc¢ao dos
estoques de carbono e nutrientes minerais, 0 tempo em que ocorrer a excisdo pode acarretar
impactos variados no desenvolvimento inicial da plantula. Ou seja, a intensidade do impacto
no desenvolvimento inicial pode ser ampliada ou minimizada dependendo do quanto da reserva
ja foi mobilizado quando ocorre a remocao dos cotilédones. No trabalho de Corte et al. (2006)
com Caesalpinia peltophoroides, foi possivel observar a mobilizagdo das reservas nos
cotilédones no decorrer de 35 dias. No decorrer do tempo, a concentracdo das reservas diminuiu
a medida que elas foram sendo mobilizadas e direcionadas para a planta em formacdo. Assim,
a maior quantidade de reservas nos cotilédones ¢ remobilizada nos periodos mais proximos da
germinacgdo, portanto, se a retirada dos cotilédones ocorrer mais proxima a germinagdo, a
quantidade de reserva retirada sera maior do que em periodos mais distantes da germinagao,
por consequéncia os efeitos negativos serdo inversamente proporcionais aos dias decorridos pds

germinagao.
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3.3 Espécies Utilizadas

As sementes utilizadas nesse estudo foram das espécies Aspidosperma macrocarpon,
Kielmeyera coriacea e Tabebuia aurea. O género Aspidosperma Mart. & Zucc., da familia
Apocynaceae, ocorre em todos os estados do Brasil, mas nao ¢ endémico e possui no total 69
espécies (Castello et al., 2023). Umas das espécies de habito arboreo desse género ¢ a
Aspidosperma macrocarpon Mart. & Zucc., que ¢ nativa e nao endémica do Cerrado (Castello
et al., 2023), e conhecida popularmente como Guatambu-do-Cerrado. E uma espécie decidua
com dispersao anemocorica e frutificagdo entre os meses de julho a outubro. Os frutos sdao
lenhosos, com até 20 cm de didmetro; sdo aplanados, arredondados, assimétricos e pilosos; as
sementes com até 9 cm de diametro sdo planas, de formato arredondado, possuem alas centrais,
coloracdo amarelada (Silva Junior, 2012).

Os frutos deiscentes e as sementes secas de 4. macrocarpon se assemelham aos das
espécies: Aspidosperma subincanum Mart., Aspidosperma tomentosum Mart., Aspidosperma
parvifolium A.DC.. Segundo Guollo et al. (2015) e Goullo et al. (2016), as sementes de A.
parvifolium em temperatura de 25°C germinaram em 16 dias. Para a espécie 4. subincanum
Mart., Oliveira et al. (2015) relataram que a germinagao ocorreu até 15 dias em temperatura de
25°C. A germinacdo de A. tomentosum ocorreu em até 12 dias em temperaturas superiores a
20°C e inferiores a 30°C (Oliveira et al., 2011). Assim as sementes de A. macrocarpon devem
apresentar condigdes de germinagdo proximas das outras espécies do género, ou seja, sem
dorméncia, com germinacdo ocorrendo entre 20°C e 30°C e com a germinacdo ocorrendo
proxima aos 15 dias.

Popularmente conhecida como pau-santo, a espécie de habito arboreo, Kielmeyera
coriacea Mart. & Zucc., da familia Calophyllaceae, quando adulta atinge uma altura média de
3 a 6 metros, com tronco suberoso e folhas simples e coriaceas (Nardoto et al., 1998). Distribui-
se amplamente pelo Brasil, ocorrendo em areas de Cerrado, Cerradao e Campo Sujo (Gongalves
et al., 2016). A espécie possui usos como fornecedora de cortica e ¢ empregada na medicina
popular como ténico e emoliente (Pimenta, 2011).

Os frutos de aproximadamente 16 cm de comprimento e 5 cm de largura (Cirne e
Miranda, 2008), de 12 a 15 por planta, sdo do tipo seco e deiscentes, possuem formato eliptico,
coloragao marrom; quando estdo secos abrem completamente, com a dispersao anemocorica
das sementes (Spiller, 2019). A dispersao ocorre proximo ao periodo de inicio das chuvas, no
final da estagdo seca (Cirne e Miranda, 2008), nos meses de setembro e outubro (Silva Junior,
2012). No fruto, sdo encontradas de 60 a 80 sementes, que apresentam formato arredondado e
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oblonga, com as extremidades aladas, coloragcdo castanha-clara, com tegumento fino e de
textura lisa, com dimensdes variando entre 4,3 e 5,6 cm de comprimento, 1,3 a 1,9 cm de largura
e 0,2 a 0,5 cm de espessura, massa fresca de uma semente de 0,112 a 0,128g (De Mesquita
Matos, 2011).

Segundo De Mesquita Matos et al. (2011) as plantulas em viveiro emitiram a radicula em
7 dias, para Pimenta et al. (2011) a germinagdo iniciou no segundo dia em terra preta como
substrato, 5 dias em rolo de papel germitest e 6 dias quando depositadas sobre o papel germitest.
As plantulas classificadas como Fanerocotiledonar Epigea e Folidcea (FEF), possuem
cotilédones opostos, discolores, membranaceos e formato reniforme; em 3 meses o tamanho da
plantula variou de 15,7 a 24,3 cm de comprimento, com sistema radicular formado por um
tubérculo principal e raizes adventicias (De Mesquita Matos et al., 2011).

Tabebuia aurea (Silva Manso) Benth. & Hook f. ex S. Moore, popularmente conhecida
como ipé amarelo, caraiba ou para-tudo (Oliveira et al., 2006) é uma espécie arborea da familia
Bignoniaceae (Pacheco ef al., 2008). Devido a dureza da madeira, ¢ uma espécie utilizada na
construgdo civil, carpintaria e fabricagdo de carvao; além desses usos, a casca e raizes sao
utilizadas na medicina popular (Oliveira et al., 2006) Trata-se de uma espécie nativa do Brasil,
de distribuicao ampla no territério brasileiro, ocorrendo no Cerrado, na Caatinga, no Pantanal
e na Amazonia (Oliveira et al., 2006).

A floragdo geralmente inicia-se em agosto, € a frutificacao ocorre de setembro a outubro
(Silvar Junior, 2012). Os frutos sdo secos e deiscentes (Santos et al., 2019) e segundo Santos et
al. (2019) sdo classificados como sendo do tipo foliculo, ou seja, sdo frutos secos que abrem
apenas de um lado. As sementes dessa espécie, que sdo a sua principal forma de propagacao
(Santos et al., 2019), apresentam duas partes. As alas, presentes nas duas laterais, sdo aliformes
alvas, assimétricas, fibrosas e aveludadas (Oliveira et al., 2006). O nucleo seminifero,
constituido pelo eixo embriondrio e pelos cotilédones, possui na por¢ao dorsal um funiculo que
serve como prote¢do para a radicula, na por¢do ventral localiza-se o hilo (OLIVEIRA et al.,
2006). As medidas médias com alas foram 5,78 x 2,06 x 0,31 mm, sem alas (somente o nucleo
seminifero) foram 1,73 x 1,33 x 0,17mm (Oliveira et al., 2006). A germinagdo dessa espécie,
segundo Pacheco (2008), ocorreu no 14° dia, com o teor de 4gua da semente igual a 9%. As
sementes dessa espécie ndo possuem dorméncia.

As plantulas desta espécie foram classificadas como sendo fanerocotiledonares
(cotilédones expostos) e epigeas, sendo os cotilédones considerados como folidceos (Montoro,

2008), mas na literatura ¢ possivel encontrar os cotilédones também classificados como sendo
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crassos de reserva e carnosos (Cabral et al. 2004). Os cotilédones permanecem nas plantulas
até sua queda, que ocorre em até 120 dias (Cabral et al. 2004). Os individuos de 7. aurea
apresentam heterofilia, ou seja, os eofilos e os metafilos sdo diferentes morfologicamente
(Cabral et al. 2004; Montoro, 2008). Os eofilos, que sao as primeiras estruturas foliares a surgir
logo apds os cotilédones, sdo folhas simples, enquanto os metafilos, que sucedem os eofilos,
sdo folhas compostas. Segundo Oliveira & Perez (2012), a altura média que Tabebuia aurea
atingiu aos 90 dias apds a germinagdo com aproximadamente 21% de sombreamento, foi de
21,1 cm contendo uma area foliar de 211,8 cm?, a massa seca da parte aérea igual a 1,3 g, e

massa seca da raiz de 1,9 g.
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CAPITULO 1

O papel das reservas cotiledonares de carbono e nitrogénio no

desenvolvimento inicial de trés espécies lenhosas do Cerrado
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RESUMO

As sementes de espécies nativas do Cerrado, Aspidosperma macrocarpon, Kielmeyera coriacea
e Tabebuia aurea, sao dispersas pelo vento (anemocoria) durante a estagcdo seca. Os padrdes de
dispersdo podem se correlacionar com as estratégias de desenvolvimento inicial (fase de
plantula). Durante esse periodo, as reservas cotiledonares de carbono, compostas
principalmente por lipideos, amido e aglcares soluveis, sustentam as plantulas até o
estabelecimento da autotrofia. Os cotilédones desempenham fungdes variaveis, atuando como
orgaos de reserva nutricional e, em alguns casos, fotossintetizantes. O tempo de permanéncia
dos cotilédones nas plantulas esta relacionado a translocag@o de nutrientes e ao estabelecimento
de sistemas aéreos e radiculares. O estudo teve como objetivo, examinar como a massa do
cotilédone e seus estoques de carbono e de nitrogénio variam no tempo, nestas trés espécies
lenhosas do Cerrado, cujos cotilédones sdo do tipo fanerocotiledonar, mas diferem em tamanho
e na morfologia funcional. Para isto, cotilédones das trés espécies foram coletados aos 5, 10,
20, 40 e 90 dias apds a germinacao, determinada a massas fresca e seca dos cotilédones e medida
as concentragdes de lipideos, amido, agucares soliveis, carbono e nitrogénio. Plantulas foram
coletadas aos 90 dias apds a germinacdo para determinacdo da massa fresca e seca do caule,
folhas e raizes e as concentracdes de lipideos, amido, agucares soluveis. As alteragdes nas
concentragoes € estoques de reservas de carbono nos cotilédones ao longo do desenvolvimento
das plantulas indicaram que mesmo os cotilédones diferindo em densidade estomatica, massa
seca e espessura, houve redu¢do gradual do estoque de carbono e nitrogénio para as 3 espécies.
Apesar das sementes de K. coriacea terem a menor massa seca, as reservas de carbono das suas
plantulas ultrapassaram, em massa, a quantidade originalmente presente nas sementes. Conclui-
se que as trés espécies diferiram quanto a funcdo cotiledonar predominante. sendo os
cotilédones de K. coriacea predominantemente fotossintéticos, os de 4. macrocarpon atuam
principalmente como reserva, enquanto os de 7. aurea apresentam uma fung¢do intermedidria,
sendo tanto fotossintéticos quanto de reserva. Aos 90 dias apOs a germinagdo, as trés espécies
J& apresentavam reservas expressivas de carbono principalmente na forma de amido, no sistema

radicular.

Palavras Chaves: Reserva Cotiledonar, Sementes, Cotilédones.
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ABSTRACT

The seeds of native Cerrado species, Aspidosperma macrocarpon, Kielmeyera coriacea, and
Tabebuia aurea, are wind-dispersed (anemochory) during the dry season. Dispersal patterns
may correlate with early development strategies (seedling phase). During this period, the
cotyledonary carbon reserves, composed mainly of lipids, starch, and soluble sugars, support
the seedlings until they establish autotrophy. The cotyledons serve variable functions, acting as
nutrient storage organs and, in some cases, as photosynthetic structures. The duration of
cotyledon retention in seedlings is related to nutrient translocation and the development of the
aerial and root systems. This study aimed to examine how cotyledon mass and their carbon and
nitrogen reserves vary over time in these three woody Cerrado species, whose cotyledons are
phanerocotyledonous but differ in size and functional morphology. To this end, cotyledons
from the three species were collected at 5, 10, 20, 40, and 90 days after germination. Their fresh
and dry masses were determined, and concentrations of lipids, starch, soluble sugars, carbon,
and nitrogen were measured. Seedlings were collected at 90 days after germination to determine
the fresh and dry mass of stems, leaves, and roots, as well as concentrations of lipids, starch,
and soluble sugars. Changes in the concentrations and reserves of carbon in the cotyledons
throughout seedling development indicated that, even though the cotyledons differed in
stomatal density, dry mass, and thickness, there was a gradual reduction in carbon and nitrogen
reserves across all three species. Despite K. coriacea seeds having the lowest dry mass, the
carbon reserves in its seedlings exceeded the original amount present in the seeds. It was
concluded that the three species differed in their predominant cotyledonary functions: the
cotyledons of K. coriacea were predominantly photosynthetic; those of 4. macrocarpon
primarily served as storage organs; while 7. aurea displayed an intermediate function, both
photosynthetic and storage organs. At 90 days after germination, all three species have already

exhibited significant carbon reserves, mainly in the form of starch, within their root systems.

Keywords: Cotyledonary Reserve, Seeds, Cotyledons.
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5.3 INTRODUCAO

As reservas de carbono e minerais contidas nas sementes sdo utilizadas durante a
germinagdo e o desenvolvimento da plantula, desempenhando um papel central para o sucesso
do estabelecimento da planta no ambiente (De Melo et al., 2020), especialmente em tipos de
vegetacdo em solos pobres em nutrientes, como os Cerrados do Brasil Central. Apos a
embebigdo, as sementes passam pelo processo de reativagdo metabodlica e, em seguida pela
multiplicagdo celular no embrido, o que por si s6 gera demanda energética. Logo apds a
germinagdo, o individuo ndo possui autotrofia, pois ainda encontra-se desenvolvendo as
estruturas para aquisicao e producdo de suas fontes energéticas e nutricionais, sendo dependente
das reservas das sementes. Na maior parte das eudicotiledoneas o carbono e nutrientes minerais
que serdo utilizados pelo embrido durante a germinagdo provém dos cotilédones. Contudo, por
mais que sejam Orgdos de armazenamento, os cotilédones de muitas espécies podem
desempenhar a funcao fotossintética (Kitajima, 1992).

Em espécies com cotilédones do tipo fanerocotiledonar, apos emergirem da semente, se
expandem nos primeiros dias apds a germina¢do e diminuem gradualmente de tamanho, a
medida que suas reservas sao consumidas pela plantula em formacao e posteriormente murcham
e caem (Hayashi, Malaguetta & Agostini, 2012). O tempo de permanéncia cotiledonar €
associado ao tempo de translocag¢do e mobiliza¢do das reservas, logo, na queda/murcha, espera-
se que os niveis de reserva estejam mais baixos do que os encontrados nos dias iniciais apos a
germinacdo. A murcha e a queda dos cotilédones sdo frequentemente associadas com a
translocacdo das reservas ou com o fim da sua funcionalidade, logo, existem periodos do
desenvolvimento da plantula em que estas sdo mais dependentes das func¢des cotiledonares.
Essa diferenca na dependéncia pode ser resultado do estabelecimento da autotrofia nas plantulas
(estabelecimento de parte area e sistema radicular).

Dentre as reservas de carbono presentes na semente, 0 amido € componente comum, por
ser insolivel, que confere certa inatividade osmotica (Buckeridge et al, 2000), em
complementacdo, os agucares soliveis sdo a forma moével de armazenar C e atuam na
sinalizagdo da mobilizagdo das reservas (Bewley et al., 2013). Ja os lipideos, forma
predominante de armazenamento em sementes anemocoricas (Franco et al., 2023) sao as
reservas de C com maior empacotamento, 0 que requer menos espago, mas demanda maior

custo bioenergético para sua utilizacdo (Kitajima, 1996). Entre os compostos nitrogenados, os
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mais importantes sdo as proteinas e aminodcidos (Soriano et al., 2015). As reservas de carbono
e nitrogénio presentes nos cotilédones sdo consumidas gradualmente em plantas que possuem
cotilédones de reserva, enquanto em plantulas com cotilédones fotossintetizantes a
remobiliza¢ao do nitrogénio cotiledonar para a plantula em formagao seria mais lenta. Além
disso, pode ocorrer um incremento inicial das reservas cotiledonares de carbono, devido a
atividade de fixac@o de carbono pelos cotilédones foliaceos (Kitajima, 1992).

Para esse estudo foram selecionadas 3 espécies nativas do Cerrado: Aspidosperma
macrocarpon, Kielmeyera coriacea e Tabebuia aurea. As espécies compartilham do mesmo
padrdo de dispersdo, ou seja, espécies que sdo dispersas no periodo de seca por meio da
anemocoria. As sementes sdo planas, secas, provenientes de frutos deiscentes e possuem alas
como a estrutura auxiliar de dispersdo. Os cotilédones dessas 3 espécies sdo do tipo
fanerocotiledonar, contudo diferem em tamanho e na morfologia funcional. Seguindo Miquel
(1987) os cotilédones de A. macrocarpon ¢ T. aurea sdo do tipo carnoso, enquanto os de K.
coriacea sdo considerados foliares.

O objetivo deste estudo foi examinar como a massa do cotilédone e seus estoques de
carbono (na forma de amido, agucares soluveis e lipideos) e de nitrogénio variam ao longo do
tempo em cotilédones de diferentes morfologias funcionais. Esperdvamos que Aspidosperma
macrocarpon, por ter cotilédones de reserva, apresentaria um rapido consumo das reservas de
carbono e nitrogénio presentes nos cotilédones, enquanto Kielmeyera coriacea, por ter
cotilédones do tipo fotossintetizante, teria um consumo mais lento das reservas de nitrogénio e
pouca varia¢do nos estoques de carbono presentes nos cotilédones. Tabebuia aurea teria um
comportamento intermediario entre A. macrocarpon € K. coriacea, pois os seus cotilédones

aparentam desempenhar a funcdo de reserva e fotossintética.

5.4 MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram conduzidos nos laboratérios do Departamento de Botanica da
Universidade de Brasilia (UnB) e na Estacdo Experimental do Instituto de Ciéncias Biologicas
(EEB), ambos localizados no Distrito Federal. As sementes sdo oriundas de mosaicos
vegetacionais das fitofisionomias Cerradao e Cerrado Denso, distribuidas nos estados de Goias
e Minas Gerais, e do Distrito Federal, coletadas no ano de 2023. As coordenadas de pontos

proximos das matrizes de A. macrocarpon, K coriacea e T. aurea sdo respectivamente:
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16°1220"S 47°15'44"W; 15°46'25"S 47°51'55"W e 15°25'23"S 47°28'09"W. As sementes

foram coletadas de no minimo trés matrizes.
Biometria das sementes e germinac¢ao

A biometria foi realizada a partir de 100 sementes para cada espécie, sendo obtidas medidas
de comprimento, espessura, largura com auxilio de paquimetro digital de duas casas decimais,
e de massa fresca e seca, com o auxilio de uma balanca analitica de quatro casas decimais (g).
As medidas de comprimento, largura e massa fresca foram obtidas em sementes com alas e sem
alas. Para obteng@o da massa seca, as sementes foram congeladas a -28°C por 72h, em seguida
liofilizadas por no minimo 72 horas, e pesadas. Com os valores de massa fresca e seca, foi

calculado o teor de umidade (%) utilizando a equagdo (RAS, 2009):

MF—-MS

Teor de umidade(%) = — X 100 (1)

Onde:
MF = massa fresca (g)

MS = massa seca (g)

Com os valores médios de comprimento, espessura e largura foi calculado o volume
(cm?) a partir de 100 sementes sem alas para cada espécie, considerando a semente com formato
aproximado de um elipsoide (equacao 2).

Volume da semente (cm?) = G) xnxCxAxE 2)

Onde:
A = largura média (cm)
C = comprimento médio (cm)

E = espessura média (cm)

Finalizada a biometria foi realizado o teste de germinag¢dao e calculada a taxa de
germinacgao das sementes de cada espécie (RAS, 2009). Foram preparadas 3 bandejas, uma para
cada espécie, sendo forradas com duas folhas de papel filtro do tipo germinatest que foram

umedecidas com agua destilada. Sobre as folhas foram distribuidas, sem sobreposi¢ao, 200
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sementes livres de avaria e de suas alas. Apos serem semeadas, foram cobertas com uma
camada de papel filtro, em seguida foram regadas com agua destilada e vedadas com papel
filme para minimizar contamina¢ao e manter a umidade. As bandejas foram depositadas em
camaras de crescimento do tipo B.O.D., onde a temperatura permaneceu constante em 25°C e
com fotoperiodo de 12 horas. A rega e a conferéncia da germinacdo, sinalizada pela emissao

radicular, foram realizadas a cada 2 dias.

Delineamento experimental e coleta dos cotilédones

Apds a emissdo da radicula, as sementes germinadas foram levadas para casa de
vegetacdo (temperaturas minimas e maximas registradas na casa de vegetacdo durante a
conducdo do experimento foram respectivamente 8,3°C e 40,1°C), onde foram transplantadas,
individualmente, em recipientes de plastico transparente com formato de tronco de cone, com
altura de 15c¢m e volume de 500ml, preenchidos com areia da marca Dancor® como substrato.
Em cada recipiente foi inserido uma semente germinada. Os recipientes foram distribuidos entre
os tratamentos de forma inteiramente casualizada, com rotacao dos recipientes a cada 15 dias.

Na Figura 4 esta o desenho esquematico do estabelecimento do experimento.

1 » papel filtro;
(-‘,'\"171'6 « 4gua destilada; 4
{m :;;I‘:‘ . semenl.es beneficiadas; 7\ 7X X\
» papel filme; X X7\ \

« preparagdo dos recipientes;

|_°| Y|y V|ﬂ « areia Dancor;

3 E

\_j\ « sementes germinadas; /

| 15cm
_J

« uma semente por recipiente

« temperatura constante de 25°C;
« fotoperiodo de 12 horas;

Figura 4. Desenho esquematico do estabelecimento do experimento, em condigdes ilustrativas. 1-
Sementes distribuidas sobre a bandeja; 2 - Deposicao das sementes em B.O.D.; 3 - Germinacao das
sementes; 4 - Preparacdo de recipientes preenchidos com areia, na casa de vegetagdo; 5 — Distribui¢do
das sementes em recipientes de 15 cm de altura.
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Sementes e cotilédones foram coletados para determinagdo das reservas de carbono e
nitrogénio. Sementes foram coletadas antes dos experimentos de germinacdo e foram feitas
coletas de um dos cotilédones por planta aos 5, 10, 20, 40 e 90 dias apos a germinagao (Figura
5). Em cada tempo foram utilizadas 20 (vinte) repetigdes, totalizando 100 (cem) individuos por
espécie. A medida que os cotilédones foram sendo coletados, foram lavados com agua destilada,
secos com papel toalha, pesados em balanga de quatro casas decimais, separados em pacotes de
papel aluminio, identificados, e acondicionados em saquinhos zip lock, que forame colocados
no congelador a -28°C por no minimo 72 horas e em sequéncia foram liofilizados por no minimo
72 horas. Apos a liofilizagdo, os cotilédones foram pesados (para a obtengdo da massa seca) em

balanga de quatro casas decimais.

Biometria

"

Germinagiio

Coleta em 5 dias Coleta em 10 dias Coleta em 20 dias Coleta em 40 dias Coleta em 90 dias

Figura 5. Esquema experimental correspondente a coleta cotiledonar, nos respectivos tratamentos.

5.4.1 Analises bioquimicas

Para a realizacdo dos testes bioquimicos, as sementes e cotilédones liofilizados foram
moidos até serem reduzidos a pd, em cadinho e pistilo com a adig¢do de nitrogénio liquido. As

sementes foram combinadas em 3 (trés) amostras compostas de 33 sementes cada, os
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cotilédones foram combinados em amostras compostas em pares aleatorios, dos quais foram
sorteados 3 (trés) por tratamento para serem analisados. Para a quantificacdo de agucares
soluveis totais, de cada amostra foram retiradas 10 mg para a extracao etandlica. Em cada
amostra, foram adicionados 500 pl de etanol 80%, seguido de banho-maria a 80°C por 20
minutos e centrifuga¢do a 13.000 rpm por 10 minutos. Ao finalizar a centrifugacdo, com a
separacdo da amostra em duas fases, a parte liquida foi transferida para outro microtubo. O
procedimento, desde a adi¢ao do etanol até a retirada do sobrenadante, foi repetido 4 vezes,
completando o volume de 2mL. O microtubo contendo a parte sélida foi deixado aberto dentro
da capela para a evaporacdo completa do etanol. Com os 2 mL da solugdo extraida, foram
quantificados os ASTs (Agucares Soluveis Totais) conforme o protocolo de Dubois et al.
(1956), com curva padrao de glicose utilizando 7 concentracdes (0, 8; 16; 32; 64; 128; 200 mg
mL™7'), com a leitura da absorbancia no comprimento de onda de 490 nm utilizando
espectrofotometro UV-Visivel 190-1100 Nm Bivolt Kasvi. Da parte s6lida que permaneceu nos
microtubos, foi realizada a extragdo e quantificacdo do amido seguindo o método da a-amilase
(Amaral et al. 2007), em que 480 puL de a-amilase termoestavel de Bacillus licheniformis (120
U mL™"), diluida em tampao fosfato (pH 6,5) foi adicionada a cada microtubo. As amostras
foram incubadas a 75 °C por 30 minutos, em seguida adicionado o mesmo volume da solugdo
com a enzima e repetida a incubagdo. Em seguida, foi adicionado 480 uL. de amiloglucosidase
de Aspergillus niger (30 U mL™), diluida em tampao acetato (pH 4,5). As amostras foram
incubadas a 50°C por 30 minutos, em seguida foi adicionado o mesmo volume da solu¢do com
a enzima e repetida a incubag@o. Ao final da incubagdo havia em cada microtubo 1,9 mL, onde
foram adicionados 100 puL de acido perclorico (0,8M), finalizando com 2ml de solugdo. A
quantificagdo foi feita com 20 pL do extrato pipetado em poco de microplacas de 96 pocos,
sendo adicionado 300 pL do reagente GOD-POD (Glicose enzimatica). Apds 15 minutos, o
teor de glicose foi determinado por meio da leitura da absorbancia em Espectrofotometro de
Microplaca (MAX 190, Spectra) no comprimento de onda de 505 nm. A curva padrao foi feita
a partir da solugdo de glicose, nas concentragdes de 0; 0,5; 1;2; 4; 8 e 16 ug mL™".

Para a extracdo e quantifica¢do de lipideos foi utilizado uma adaptacdo da metodologia
proposta por Metherel et al. (2009) e Ramadan et al. (2009). Das amostras de sementes e
cotilédones, foram utilizadas 3 réplicas de 50 mg cada, que foram depositadas em microtubos
identificados; para cada microtubo foi identificado e pesado um microtubo espelho. Com as
amostras em seus respectivos microtubos, foi adicionado 1,5 ml de hexano a 98%. Em seguida,

os microtubos foram colocados em Sonicador por 15 min para homogeneizagao. Em sequéncia,
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os microtubos foram centrifugados a 10.000 rpm por 5 min. Os sobrenadantes foram
transferidos para os microtubos espelhos, que foram postos em SpeedVac GENEVAC (Modelo
DNA — 22060 — C00) por 20 min, para a evaporacdo do hexano. Todos os passos foram
repetidos 3 vezes, para a completa extracdo dos lipideos contidos nas amostras. Os microtubos
contendo os lipideos, permaneceram no SpeedVac por 48 horas até a completa evaporagao do
solvente, em seguida os microtubos foram pesados em balanga de quatro casas decimais, e a
diferenca entre a massa final e o inicial foi utilizada para estimar a porcentagem de lipideos por
amostra.

A concentragdo de carbono e nitrogénio nos cotilédones e sementes foi determinada
pelo método de ultra combustio, utilizando o aparelho CN628 do LECO (Leco Corporation,
St. Joseph, MI). Para a anélise dos cotilédones foram utilizadas amostras compostas, de 6
individuos. Para determinar a combinag¢ao, foram escolhidos de forma aleatoria os individuos,
totalizando 3 amostras por tratamento, das quais foram retirados a quantidade aproximada de
100 mg de cada amostra. Para a analise das sementes, essas foram separadas em 3 grupos de 33
sementes, e de cada grupo foram tiradas 3 amostras, entdo para cada espécie foram analisadas
9 repetigdes de sementes, das quais foram retiradas 100 mg de cada.

Foram semeadas 10 sementes de cada espécie para quantificacdo de pigmentos
fotossintético (clorofilas carotenoides), determinacdo da densidade estomatica e célculo da area
especifica dos cotilédones. Apos a expansao cotiledonar, aos 30 dias ap6s a germinacao, de
cada individuo foram extraidos 3 discos cotiledonares, cada um com 2 mm de didmetro, um
para cada andlise (4rea especifica, quantificagdo de clorofila e determinacdo da densidade
estomatica). Para a quantificacao de clorofila , cada disco foi depositado em um microtubo de
coloracdo ambar contendo 2 ml de DMF (N, N-dimetilformamida-HCON(CH3)2), onde
permaneceram em refrigerador a 4°C por no minimo 48 h. Com a completa extragdo da
clorofila, a solugdo foi transferida para cubetas e inseridas em espectrofotometro
(Espectrofotometro UV-Visivel 190-1100 Nm Bivolt Kasvi), para determinag@o da absorbancia
nos comprimentos de onda de 663,8 nm, 646,8 nm e 480 nm, para determinar as concentracdes
de clorofila A, B e carotenoides, respectivamente, seguindo o método proposto por Wellburn

(1994).

CA=12 A663,8 — 3,11 A646,8 3)
CB = 20,78 A646,8 — 4,88 A663,3 4)
Cx+C = (1000 A480 — 1,12 CA —34.07CB) / 245 (5)
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Onde;

CA = Concentracao de Clorofila A

CB = Concentrac¢ao de Clorofila B

Cx + C = Concentragao de Carotenoides
A663,8 = Absorbancia em 663,8nm
A646,8 = Absorbancia em 646,8nm
A480 = Absorbancia em 480nm

Para o calculo da area especifica do cotilédone, os discos foram pesados em balanga de
precisao de quatro casas decimais, logo apds serem destacados e secos. Foi aferida a espessura
de cada um dos discos com o auxilio de paquimetro digital. O terceiro disco foi utilizado para
a determinacdo da presenga e contagem do numero de estdmatos por unidade de area em
epidermes destacadas. Os discos para destacamento de epiderme foram inseridos em frascos de
vidro contendo solu¢cdo de Franklin, na proporcdo de 1:1 de 4cido glacial e peroxido de
hidrogénio. Os frascos contendo os discos e solu¢do de Franklin foram depositados em estufa
a 60°C por no minimo 12 horas até a coloracdo mudar para esbranquicada, € a epiderme se
destacar. Apds o periodo de incubagdo, os discos foram lavados com alcool etilico 40%, em
seguida as epidermes, das duas faces, foram introduzidas em Safranina alcoolica por 30
segundos, para coloracdo. Apos a coloracdo, foram montadas 10 ldminas, cada uma
correspondendo a um cotilédone por plantula, dentre as ldminas foram escolhidas 3 de cada
espécie. Com o auxilio de um microscopio (Leica DM750) foram contados os estdmatos em

objetiva 10x.

5.4.2 Analise quimica do substrato

Foram encaminhadas amostras de 500g, de sacos fechados de diferentes lotes da areia
para andlise laboratorial da composi¢do quimica em laboratério comercial. A anélise seguiu o
método de Texeira et al. (2017). Foi determinado a concentracao de: Al (aluminio), B (boro),
Ca (célcio), Cu (cobre), Fe (ferro), K (potassio), Mg (magnésio), Mn (manganés) N
(nitrogénio), Na (sodio), P (fosforo), S (enxofre) e Zn (zinco). A acidez (H + Al) também foi

medida.
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5.4.3 Analise dos dados

O experimento possuiu delineamento inteiramente ao acaso e o nivel de significancia
utilizado foi igual a 5% para todas as andlises. Foi verificado a normalidade dos dados pelo
teste de Shapiro Wilk, e homoscedasticidade, pelo teste de Bartlett, no programa R. Os dados
paramétricos foram analisados por One-Way ANOVA com teste post hoc de Tukey; para os
dados ndo paramétricos, foram realizados teste de Kuskal-Wallis com teste post hoc de Dunn-

Bonferroni. Para comparagao de pares foram realizados testes t de student.

5.5 RESULTADOS

As sementes de A. macrocarpon com formato circular, apresentaram ala também
circular com textura papiracea, de superficie lisa e glabra, borda irregular e coloragao bege. O
nucleo seminifero localizado na porgao central da semente apresentou a mesma coloragao bege
que as alas (Figura 6). A taxa de germinacdo das sementes foi igual a 87,5%, com o teor de
umidade de 6,4% e densidade de 0,40g/cm?. O tempo minimo para a germinagao foi de 4 dias.
As sementes de Tabebuia aurea apresentaram formato de elipse, com alas laterais de textura
papiracea; a superficie € lisa e glabra, com coloragdo acinzentada e bordas irregulares. O ntcleo
seminifero (NS) ¢ arredondado e localizado na parte central da semente (Figura 6). A emissao
da radicula ocorreu na micropila, regido com leve depressdo circular. O tempo minimo para a
germinacao dessa espécie foi de 4 dias, com taxa de germinagdo igual a 97%, com teor de
umidade igual a 5,00% e densidade igual a 0,43 g/cm?. As sementes de Kielmeyera coriacea
apresentaram formato eliptico, com alas laterais de textura papirdcea e terminagao truncada, a
superficie da semente € lisa e glabra, a colora¢do ¢ amarelada, bordas inteiras, enquanto o NS
possui formato circular localizado no centro da semente (Figura 6). A taxa de germinagdo foi
de 93,5% e o tempo minimo de germinagdo foi 7 dias. O teor de umidade calculado foi igual a
11,68% e a densidade igual a 0,80g/cm?.

Analisando as dimensdes médias das sementes, com as alas e sem alas (Tabela 2) as
sementes de A. macrocarpon apresentaram os maiores valores em comparacdo com as outras
duas, padrao esse que se reflete nos volumes calculados. Além das sementes de A. macrocarpon
serem as maiores nas dimensdes aferidas, essas também apresentaram o maior valor de massa

fresca e seca sem alas (Tabela 2). A densidade calculada evidenciou que as sementes de K.

40



coriacea, mesmo com a menor massa, sao as sementes mais densas e com base no calculo do
teor de umidade (%), também sdo as sementes mais umidas. A espécie que apresentou maior
NS (Figura 6), aqui conceituado como sendo o conjunto formado pelos cotilédones e eixo
embrionario em questao de comprimento e largura foi Aspidosperma macrocarpon, em seguida
a Tabebuia aurea e a menor sendo a Kielmeyera coriacea. Os valores de volume e massa seca

do NS seguiram a mesma ordem.

Tabela 2. Variaveis obtidas a partir do levantamento biométrico das sementes das espécies:
Aspidosperma macrocarpon, Kielmeyera coriacea e Tabebuia aurea. Dados expressos em média + erro
padrdo, para um n = 100 sementes. As diferengas significativas foram testadas pelo teste de Tukey para
variaveis paramétricas e teste de Dunn-Bonferroni para variaveis ndo paramétricas, ambos com p < 0,05,
onde as espécies que diferem entre si receberam letras diferentes. NS € o nucleo seminifero, que € o
conjunto formado pelos cotilédones e eixo embrionario.

Variaveis Aspidosperma macrocarpon  Kielmeyera coriacea  Tabebuia aurea

cm

Dimensodes com alas

Comprimento 8,74+ 1a 4,19+0,003 b 5,53+£0,07 ¢
Largura 833+1la 1,38 £0,004 b 1,73 +£0,02 ¢
Espessura 0,15+0,03 a 0,13 +0,0004 b 0,17+0,01 ¢
Dimensdes sem alas (NS)
Comprimento 5,18+0,4 a 1,64 0,003 b 246+02c
Largura 528+0,4a 1,38 +0,005b 1,73+£0,02 ¢
Espessura 0,15+0,03 a 0,13 +0,0004 b 0,17+0,01 ¢
cm?

Volume com alas 5,9+0,17 a 0,38 +0,02 b 0,90+0,03 ¢
Volume sem alas (NS) 22+0,05a 0,15+0,01b 0,42+0,05¢
g
Massa frgjge)‘ sem alas 0,93+0,01 a 0,12+0,001b  0,19+0,01 ¢
Massa Szc\lasiem alas 0,87+0,01 a 0,1240,003b 0,18 +0,01 ¢
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Figura 6. Sementes de 7. aurea, K. coriacea e A. macrocarpon, respectivamente. A sigla NS indica o
nucleo seminifero (conjunto formado pelos cotilédones e eixo embrionario) e E indica o eixo hipocotilo-
radicular das sementes.

Nao foi detectada a presenca de amido nos NSs das 3 espécies (Tabela 3). Os valores de
acucares soluveis totais (ASTs) encontrados para os NSs, mostraram que as sementes diferem
entre si, onde os NSs de 7. aurea apresentaram a maior concentracdo de ASTs, seguidos de 4.
macrocarpon e por Ultimo K. coriacea (Tabela 3). Em relag¢do aos lipideos, as espécies também
diferiram significativamente entre si (p < 0,05), os NSs que possuem maiores concentragdes de
lipideos em sua constituigdo foram os de K. coriacea e em seguida os de A. macrocarpon, e
com a menor concentragdo em 7. aurea. Observou-se que as sementes que possuem menores
concentragcdes de ASTs, apresentam maiores concentragdes de lipideos. As concentragdes de
carbono (C) e nitrogénio (N) também diferiram significativamente (p < 0,05) entre as espécies.
A concentragdo de C foi maior nos NSs de K. coriacea e menor em 7. aurea. Por outro lado,
NSs de K. coriacea apresentaram as menores concentracdes de N, enquanto 4. macrocarpon

teve as concentragdes mais altas de N.

Tabela 3. Concentragdes de amido, agticares soluveis totais (ASTs), lipideos, carbono e nitrogénio dos
nucleos seminiferos (NS) de Aspidosperma macrocarpon, Kielmeyera coriacea e Tabebuia aurea.
Dados expressos em média + erro padrdo, n=3. As diferencas significativas foram testadas por Tukey
para variaveis paramétricas e teste de Dunn-Bonferroni para variaveis ndo paramétricas, ambos com p
< 0,05, onde as espécies que diferem entre si receberam letras diferentes.

Variaveis Aspidosperma macrocarpon Kielmeyera coriacea Tabebuia aurea

mg/g
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Amido 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00

ASTs 1827+123a 585+0,32b 27,17+ 1,72 ¢
Lipideos 402,22 +6,23 a 609,56 + 9,28 b 261,33 +4,63 ¢
mg/g
C 5744+22a 598,0£09Db 5239+09c¢c
N 458+0,1a 41,0+0.2b 42,5+0,6b

A anélise do substrato (Tabela 4) evidenciou que os componentes possuiam baixas
concentragdes. Sendo assim, o substrato foi adequado para a execucdo do experimento, ja que

isola a resposta das plantulas para os tratamentos.

Tabela 4. Analise quimica da composicdo da areia utilizada como substrato no experimento.
Analise quimica da Areia

Composicao Concentragdo (cmolc/dm?)
Al 0,20
Na 0,02
CTC 1,60
K 0,03
Ca 0,30
Mg 0,10
Composicio Concentragdo (mg/dm?)
S 20,30
Fe 5,80
Mn 0,50
Zn 1,07
Cu 0,90
B 0,04
P 12,00
Composicio Concentragdo (mg/kg)
N 25,20

As plantulas, das 3 (trés) espécies, apresentaram cotilédones do tipo fanerocotiledonar,
com coloragdo verde nas duas faces (Figura 7). Em relagdo a posicdo, a A. macrocarpon diferiu
das demais, pois seus cotilédones permaneceram rentes a linha do substrato. As nervuras, foram

notaveis a olho nu, nos cotilédones de Kie/lmeyera coriacea e Tabebuia aurea.
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Figura 7. Cotilédones de Aspidosperma macrocarpon, Kielmeyera coriacea e Tabebuia aurea,
respectivamente, 30 dias ap6s a germinagdo. A — face adaxial e B — face abaxial.

As medidas de espessura dos cotilédones aos 30 dias ap6s a germinagdo mostraram que
em A. macrocarpon a espessura média € maior do que as de K. coriacea e T. aurea, essas por

sua vez possuem valores de espessura semelhantes (Tabela 5).

Tabela 5. Espessuras médias e densidades estomaticas médias nas faces adaxiais e abaxiais dos
cotilédones de 4. macrocarpon, K. coriacea e T. aurea aos 30 dias ap6és a germinagdo, seguidas de e
erros padroes. Em teste de Dunn-Bonferroni, com p<0,05, as espécies que diferem entre si receberam
letras diferentes, ¢ aquelas que sdo iguais estatisticamente receberam letras iguais.

M¢édia + Erro Padrao A. macrocarpon K. coriacea T. aurea
Espessura (mm) 1,70+ 0,08 a 0,78+ 0,04b 0,89+0,03b
D. Est Adaxial (n°/mm?) 0,00 £ 0,00 7,39+ 0,46b 7,08+0,21b
D. Est Abaxial (n°/mm?) 0,00 £ 0,00 4,17+0,10a 1,06+0,21b

Através de dissociagdo epidérmica, em cotilédones coletados 30 dias apds a germinagao,
foi observada a presenca de estdmatos nas duas faces dos cotilédones de Kielmeyera coriacea
e Tabebuia aurea, mas em A. macrocarpon nao foi observada a presenca de estdmatos. A
densidade de estomatos foi maior na face adaxial do que em relagdo a face abaxial em
Kielmeyera coriacea e em T. aurea (Figura 8, Tabela 5). Comparando as duas espécies, essas

diferiram entre si, apenas na densidade estomatica da face abaxial (Tabela 5).
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Figura 8. Imagens em objetiva de 10x referentes as laminas de cotilédones com barra de escala de
100pm. A — Face adaxial dos cotilédones de A. macrocarpon; B — Face abaxial dos cotilédones de 4.
macrocarpon; C — Face adaxial dos cotilédones de K. coriacea; D — Face abaxial dos cotilédones de K.
coriacea; E — Face adaxial dos cotilédones de 7. aurea e F — Face abaxial dos cotilédones 7. aurea, com
marcagdo circular em uma papila ou tricoma glandular. Os estomatos estdo indicados com setas azuis.

A analise das concentragdes de Clorofila A, Clorofila B e Carotenoides dos cotilédones,
evidenciou diferengas entre as 3 espécies. A espécie que apresentou a maior concentracao de
Clorofila A, em seus cotilédones aos 30 dias, foi a Kielmeyera coriacea, em seguida foi
Tabebuia aurea e por Ultimo Aspidosperma macrocarpon (Tabela 6). A espécie com maior

concentra¢do de Clorofila B em seus cotilédones foi Tabebuia aurea seguido por K. coriacea,
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e por ultimo A. macrocarpon. Em relacdo aos carotenoides, K. coriacea teve a maior

concentracao.

Tabela 6. Concentracdo de clorofila A, clorofila B e carotenoides dos cotilédones de A. macrocarpon,
K. coriacea e T. aurea aos 30 dias apds a germinagdo. Dados expressos em média + erro padrdo, n= 10.
O Teste de Tukey foi utilizado para verificar se as espécies diferem entre si na concentracdo de
pigmentos, . Letras diferentes na mesma linha indicam que as espécies diferem entre si(p<0,05).

ug/cm”2
Espécie Aspidosperma macrocarpon  Kielmeyera coriacea Tabebuia aurea
Clorofila A 16,10+ 1,85a 40,84 £2,29b 29,05 +2,09 ¢
Clorofila B 8,89+ 0,65a 16,64 + 0,81 b 27,73+ 743 b
Carotenoides 5,56 +0,50 a 22,01 £1,54b 5,44 +0,94 a

Na primeira coleta, aos 5 dias apos a germinagdo, os cotilédones das 3 espécies ainda
ndo estavam plenamente expandidos, e ainda ndao apresentavam coloracao verde. Nas coletas
subsequentes, os cotilédones das trés espécies apresentavam coloracdo verde. Durante as
incisdes, as plantulas de A. macrocarpon apresentaram exsudagdo, de coloragdo branca,
seguindo o padrdo da familia dessa espécie. Aos 90 dias ap6s a germinagdo (AG), com a
finalizacdo do experimento, ao observar o aspecto e contabilizar a presenca dos cotilédones, as
plantulas de K. coriacea permaneceram com os cotilédones aderidos e com aspecto vigoroso.
Para T. aurea, alguns cotilédones haviam caido e entre os que permaneceram aderidos, alguns
estavam com aspecto de murcha com coloragdao de marrom a preta. Em A. macrocarpon houve
queda dos cotilédones na maioria dos individuos e dos que permaneceram, apresentavam
caracteristicas parecidas com os de 7. aurea, com aspecto de murcha com coloragdo de marrom

a preta (Figura 9).
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Figura 9. Foto de plantula aos 90 dias apds a germinagdo. (1) Aspidosperma macrocarpon, (2)
Kielmeyera coriacea e (3) Tabebuia aurea, com marcacao de circulo vermelho nos cotilédones.

Os cotilédones de A. macrocarpon e T. aurea tiveram uma diminui¢do gradativa da
massa seca entre os 5 € 90 dias ap6s a germinagdo (Figura 10). Os cotilédones de K. coriacea
apresentaram o padrdo oposto, com pequeno aumento de massa seca entre os 5 e 90 dias,
consistente com a manuten¢ao dos cotilédones pela planta, enquanto os cotilédones das outras
duas espécies estavam senescentes ou ja haviam caido aos 90 dias ap6s a germinagdo. A massa
fresca dos cotilédones de 4. macrocarpon e de T. aurea diminuiram aos 90 dias AG, em
comparagdo com os 5 dias AG (Figura 10b, f), em K. coriacea a massa fresca aumentou

gradativamente até os 45 dias AG (Figura 10d).
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Figura 10. Alteracdo da massa seca média (a, ¢ e €) e massa fresca média (b, d e f) dos cotilédones aos
5, 10, 20, 40 e 90 apds a germinagdo de: a,b) A. macrocarpon, c,d) K. coriacea e e.,f) T. aurea. Em teste
Tukey, para varidveis paramétricos, ¢ Dunn-Bonferroni, para variaveis ndo paramétricas, foram
verificadas as diferencgas estatisticamente significativas em (p < 0,05) entre os tratamentos, representado
no grafico pelas letras mintisculas sobre as barras, onde os tratamentos que diferem entre si receberam
letras diferentes, e aqueles que sdo iguais estatisticamente receberam letras iguais.

A andlise de Agucares Soluveis Totais (ASTs) (Figura 11) indicou um padrao crescente
para A. macrocarpon € K. coriacea, ou seja, a concentragao de ASTs nos cotilédones entre os
5 e 0s 90 dias apos a germinacao (AG) aumentou, enquanto em 7. aurea as concentragdes de
ASTs nao apresentaram padrdo de aumento tdo claro quanto as outras duas espécies. Para A.
macrocarpon € K. coriacea, 5, 10 e 20 dias AG apresentaram os valores com as menores

concentragdes de ASTs enquanto aos 40 e 90 dias AG os maiores. Em relacdao ao estoque, as
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quantidades (g) de ASTs permaneceram constantes em 4. macrocarpon € T. aurea, enquanto

teve um aumento significativo em K. coriacea ao longo do tempo.
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Figura 11. Alteracdo dos Acticares Soluveis Totais (ASTs) em concentracdo (a,e ¢) e em estoque (b, d
e f) dos cotilédones aos 5, 10, 20, 40 e 90 apds a germinacao de: a.b) A. macrocarpon, c.d) K. coriacea
e e.f) T. aurea. Em teste Tukey, para variaveis paramétricos, e teste Dun-Bonferroni, para variaveis ndo
paramétricas. Diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05) estdo representadas pelas letras
minusculas sobre as barras, onde os tratamentos que diferem entre si receberam letras diferentes, e
aqueles que sdo iguais estatisticamente receberam letras iguais.

Se por um lado, nao foi detectada a presenga de amido nas sementes, os cotilédones das
trés espécies apresentaram valores expressivos de amido (Figura 12). Os valores de A.
macrocarpon ¢ T. aurea, nos diferentes periodos nao diferiram significativamente entre si,
enquanto em K. coriacea (Figura 12 c) € possivel observar a flutuagdo das concentragdes de
amido, onde 5 e 20 dias AG diferem de 40 dias AG. Em estoque (g) as quantidades de amido
tiveram um pico aos 20 dias AG em A. macrocarpon e T. aurea, e aos 40 dias AG em K.

coriacea (Figura 12 b, d, f).
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Figura 12. Graficos referentes quantidade de quantidade de amido em concentragdo (a, ¢ ¢ €) ¢ em
estoque (b, d, ) dos cotilédones aos 5, 10, 20, 40 e 90 apds a germinagdo de: a.b) A. macrocarpon, c.d)
K. coriacea e e.f) T. aurea. Em teste Tukey, para variaveis paramétricos, e teste Dunn-Bonferroni, para
variaveis ndo paramétricas, foram verificadas as diferengas estatisticamente significativas em (p < 0,05)
entre os tratamentos, representado no grafico pelas letras mintsculas sobre as barras, onde os
tratamentos que diferem entre si receberam letras diferentes, e aqueles que sdo iguais estatisticamente
receberam letras iguais.

A concentracdo de lipideos decresceu gradativamente nas trés espécies, com as menores
concentragdes entre os 40 e 90 dias AG (que ndo diferem significativamente entre si) (Figura
13 a, ¢, e). Em estoque, 4. macrocarpon e K. coriacea reproduzem padrdo de queda semelhante
ao encontrado para as concentragdes, em 7. aurea as quantidades de lipideos se mantiveram

constantes (Figura 13 f).
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Figura 13. Graficos referentes quantidade de quantidade de lipideos em concentragdo (a, c, €) e em
estoque (b, d, f) dos cotilédones aos 5, 10, 20, 40 e 90 apds a germinagdo de: a.b) A. macrocarpon, c.d)
K. coriacea, e e.f) T. aurea. Em teste Tukey, para varidveis paramétricos, e teste Dun-Bonferroni, para
variaveis ndo paramétricas, foram verificadas as diferengas estatisticamente significativas em (p < 0,05)
entre os tratamentos, representado no grafico pelas letras mintisculas sobre as barras, onde os
tratamentos que diferem entre si receberam letras diferentes, e aqueles que sdo iguais estatisticamente
receberam letras iguais.

As concentragdes de Carbono (C) presentes nos cotilédones permaneceram constantes
em A. macrocarpon e T. aurea, enquanto em K. coriacea houve uma leve tendencia de queda
ao longo do tempo (Figura 14 a, c, e). Nas concentragdes encontradas para Nitrogénio (N), ha

uma queda gradativa para 7. aurea e K. coriacea (Figura 14 b, d, f).
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Figura 14. Concentragdes de carbono (a, ¢, €) e nitrogénio (b, d, f) nos cotilédones aos 5, 10, 20, 40 ¢
90 apds a germinagado de: a.b) A. macrocarpon, c.d) K. coriacea ¢ e.f) T. aurea. Em teste Tukey, para
varidveis paramétricos, e teste Dun-Bonferroni, para varidveis ndo paramétricas, foram verificadas as
diferengas estatisticamente significativas em (p < 0,05) entre os tratamentos, representado no grafico
pelas letras minusculas sobre as barras, onde os tratamentos que diferem entre si receberam letras
diferentes, e aqueles que sdo iguais estatisticamente receberam letras iguais.

Os estoques de C e N de 4. macrocarpon diminuem dos 5 dias aos 90 dias AG (Figura
15 a, b). Para os cotilédones de K. coriacea s6 foram observadas diferengas estatisticas nas
quantidades de N com 90 dias, diferindo (p < 0,05) dos 5 e 20 dias AG (Figura 15 ¢, d). Em T.
aurea ndo foram observadas diferengas estatisticas nas quantidades de C e N entre os

cotilédones coletados dos 5 aos 90 dias AG (Figura 15 e, f).
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Figura 15. Graficos referentes quantidade de quantidade de carbono (a, ¢, €) e nitrogénio (b, d, f) em

estoque dos cotilédones aos 5, 10, 20, 40 e 90 apos a germinagdo de: a.b) 4. macrocarpon, c.d) K.

coriacea ¢ e.f) T. aurea. Em teste Tukey, para variaveis paramétricos, e teste Dun-Bonferroni, para

variaveis ndo paramétricas, foram verificadas as diferengas estatisticamente significativas em (p < 0,05)

entre os tratamentos, representado no grafico pelas letras mintsculas sobre as barras, onde os

tratamentos que diferem entre si receberam letras diferentes, e aqueles que sdo iguais estatisticamente
receberam letras iguais.

Analisando a concentracao das reservas de carbono na forma de ASTs, amido e lipideos
para os NSs e cotilédones nos diferentes periodos de tempo para as 3 espécies (Figura 16), o
lipideo foi a reserva de carbono mais abundante, ja os ASTs e o amido alternam como o segundo

componente a depender do nimero de dias AG. Comparando os NSs e os cotilédones nos
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diferentes periodos, para todas as 3 espécies, a concentragdo total das reservas de carbono

decaem, com diferenca significativa entre os 5 e os 90 dias AG.
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Figura 16. Variac¢do na concentragdo das reservas de combinadas dos NSs e cotilédones aos 5, 10, 20,
40 ¢ 90 apos a germinagdo de: a) A. macrocarpon, b) K. coriacea e c) T. aurea. Em teste Tukey, para
variaveis paramétricos, e teste Dunn-Bonferroni, para variaveis nao paramétricas, foram verificadas as
diferencas estatisticamente significativas em (p < 0,05) entre os tratamentos, representado no grafico
pelas letras minusculas sobre as barras, onde os tratamentos que diferem entre si receberam letras
diferentes. NS: nticleo seminifero. 5, 10, 20, 40 ¢ 90 correspondem ao nimero de dias apos a germinagao.

A massa seca das plantulas aos 90 dias AG de A. macrocarpon e T. aurea nao foram
diferentes significativamente dos seus respectivos NSs, ja em K. coriacea houve diferenca
estatistica, com as plantulas tendo acumulado uma maior massa seca do que os NSs. A massa
seca das plantulas de 4. macrocarpon e T. aurea ¢ composta predominante pelas folhas e raizes,
enquanto para K. coriacea, os cotilédones representam com as raizes, a maior parte da massa

seca total da plantula (58,50%, sendo 29,84% correspondente aos cotilédones). Dentre as
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espécies, A. macrocarpon teve o maior acumulo de massa seca durante o periodo de 90 dias
AG, e T. aurea e K. coriacea tiveram valores semelhantes. Em relacdo aos ASTs (Figura 17 b),
o estoque presente nos NSs € maior do que na plantula (folha, caule, raiz e cotilédones) em A.
macrocarpon ¢ T. aurea. Nas plantulas das 3 espécies em que ndo foi realizada a coletada, os
cotilédones quando presentes aos 90 AG apresentaram alto estoque de ASTs, sendo A.
macrocarpon 59,79%, K. coriacea 57,14% e T. aurea 40,00%, refletindo os padrdes da massa
seca. As quantidades de amido presentes nas plantulas foram diferentes significativamente entre
K. coriacea e T. aurea, pois K. coriacea possuiu mais amido em estoque. Dentre as partes das
plantulas a que concentrou mais amido foram as raizes, os cotilédones tiveram baixa
contribui¢do para os estoques de amido. Os lipideos (Figura 17 d) nos NSs tiveram quantidades
diferentes do que nas plantulas nas 3 espécies. Em A. macrocarpon e K. coriacea, os NSs
apresentaram maior estoque de lipideos, enquanto em 7. aurea, as plantulas possuiam mais
lipideos do que os NSs. Em A. macrocarpon os lipideos se concentram nas folhas e nos caules,
em K. coriacea esses estavam alocados principalmente nos caules e nos cotilédones, ¢ em T.
aurea as folhas contribuiram com a maior proporcao de lipideos. Comparando as 3 espécies
entre si, a que apresentou maior quantidade de lipideos foi 4. macrocarpon, que diferiu das
demais. Em reserva de C apenas as plantulas de K. coriacea apresentaram estoque superior ao

encontrado no NS. E dentre as espécies a que possuiu menor estoque de reserva de C foi 7.

aurea.
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Figura 17. Distribui¢do da massa seca e dos estoques (g) de amido, agticares soluveis e lipideos nos NSs
e plantulas (folhas, caules, raizes e cotilédones) aos 90 apds a germinagdo de A. macrocarpon, K.
coriacea e T. aurea. a) Massa seca, b) Acucares soluveis, c) Amido, d) Lipideos e e) Reserva de Carbono
(soma de Acgucares Soluveis, Amido e Lipideos). Em teste t, foram verificadas as diferencas
estatisticamente significativas em (p < 0,05) entre o nicleo seminifero e a plantula de cada espécie e o
teste t entre as plantulas das trés espécies. O “*” marcando a diferenca entres os pares (plantulas e NSs)
e as letras indicam diferencas entre as plantulas das trés espécies.

5.7 DISCUSSAO

As espécies diferiram em relacdo ao volume e a massa das sementes, € na concentracao
das reservas energéticas. Contudo, como esperado para sementes anemocaricas, os lipideos
foram a reserva de carbono predominante (De Melo et al., 2020). Segundo Kitajima (1996), a
alta concentracdo de lipideos nas sementes, pode indicar um modelo de compensacdo quanto
as menores massas. De fato, K. coriacea, que teve as sementes de menor tamanho, foi a que
apresentou maiores concentragdes de lipideos. Por outro lado, em termos de estoque, A.
macrocarpon que teve as sementes de maior massa, teve sementes com maior estoque de
carbono, na forma de lipideos e aglcares soluveis (ASTs). Amido ndo foi detectado nas

sementes das trés espécies.
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As trés espécies apresentaram plantulas do tipo fanerocotiledonar (Miquel, 1987), pois
a saida dos cotilédones de dentro do tegumento determina essa caracteristica, € em relagdo a
posi¢do cotiledonar, as plantulas de K. coriacea e T. aurea sao epigeas, ja as plantulas de 4.
macrocarpon sao do tipo hipdgeas, pois os cotilédones permanecem rentes a linha do solo. A
coloracdo verde foi comum aos cotilédones das trés espécies, o que geralmente ¢ utilizada como
parametro para indicar capacidade fotossintética. Contudo, apesar da colora¢do, o ganho de
carbono pelos cotilédones de 4. macrocarpon deve ser mais restrito, visto que nao houve
estdmatos nos cotilédones, logo teria acesso limitado ao CO, da atmosfera. A fungao
fotossintética dos cotilédones parece ser especialmente relevante em K. coriacea, pois essa
obteve maior densidade (numero de estdmatos/area) estomatica e concentragdo total de
pigmentos. J& 7. aurea também apresentou tanto estdmatos nas duas faces, mas teve uma menor
densidade de estdmatos na face abaxial do que K. coriacea. em uma menor concentracao de
clorofila A.

Em relagdo a funcdo fotossintética, a espessura cotiledonar pode fornecer indicios que
fundamentam a comparacdo entre as trés espécies. Segundo Kitajima (1992), os cotilédones
mais espessos (>1 mm) realizam menos fotossintese por unidade de massa do que os cotilédones
com espessura inferior (<1 mm). Seguindo estes parametros, 4. macrocarpon deve ter menores
taxas fotossintéticas do que as outras duas espécies, o que respalda a classificacdo dos
cotilédones dessa espécie como tendo a funciao predominante de reserva.

Outra diferenca observada foi o tempo de permanéncia dos cotilédones. A.
macrocarpon e T. aurea apresentavam cotilédones em murcha e queda aos 90 dias AG e com
uma diminui¢do gradual da massa seca dos cotilédones dos 5 aos 90 dias AG, K. coriacea
permaneceu com os cotilédones funcionais aos 90 dias AG e sem uma redugao da massa seca
durante este periodo. A diminuicdo da massa dos cotilédones, ou seja, a murcha, ¢ muito
provavelmente um sintoma/indicativo do consumo das suas reservas (Venture e Paulilo, 1998).
Os cotilédones de K. coriacea permaneceram aderidos e vistosos aos 90 dias AG, ressaltando
a importancia dos cotilédones desta espécie como fonte de carbono para a plantula em
desenvolvimento, visto que os cotilédones dessa espécie sdo fotossintéticos.

A presenca de nitrogénio nos cotilédones estd predominantemente associada a processos
metabolicos, em vez de atuar como fonte de reserva. A diminuicdo gradual do N ¢
frequentemente atribuida ao seu uso na sintese de enzimas, que sao essenciais para 0s processos
metabolicos da planta (Novoa & Loomis, 1981). De acordo com Gao et al. (2013), o N nos

cotilédones ¢ utilizado principalmente para a sintese de enzimas como a nitrato redutase, a
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nitrito redutase, a glutamina sintetase e a glutamato desidrogenase, que desempenham papéis
fundamentais no metabolismo do nitrogénio. Durante a senescéncia cotiledonar, o N ¢
remobilizado por meio da quebra de proteinas, processo mediado pelo aumento da atividade
das proteases (Poret et al., 2017). Essa remobilizagdao permite que o nitrogénio seja realocado
para outras partes da planta, contribuindo para o crescimento e desenvolvimento continuos.

Os lipideos, na respiragao vegetal e na germinagdo, servem como fontes de energia e
integram processos metabolicos (Kim, 2020; Ischebeck, 2020). A mobilizagdao dos lipideos,
mais necessariamente a sua transformacao em hexoses (actcares), se daria por meio da
gliconeogénese (Voelker e Kinney, 2001; Miray et al. 2021) durante o desenvolvimento inicial
da plantula, o que pode estar relacionado com um aumento das concentragcdes do ASTs nos dias
mais distantes da germina¢do. Em relacdo ao amido, que nao foi encontrado nas sementes, o
resultado destoa de outros estudos, como o De Melo ef al. (2020) em que, utilizando a mesma
metodologia, foi encontrado amido nos NSs de K. coriacea e T. aurea. A auséncia do amido
nos NSs pode ter ocorrido por meio de uma combinagdo de fatores ambientais; estresse,
disponibilidade nutricional para a planta matriz. Segundo Zhang et al. (2021) a presenca de
amido nas sementes pode ser influenciada pelo balango de nutrientes, que podem induzir ou
nao o armazenamento de amido. Contudo, o amido passou a surgir nos cotilédones aos 5 dias
AG. Como observado por Moreira ef al. (2019), os cotilédones da soja (Glycine max) continham
1% da massa seca como amido nas primeiras 12 h, mas os niveis de amido aumentaram ao
longo do experimento e atingiram 6% em 96 h. Portanto ¢ possivel observar que existe o
incremento na concentragdo de amido, mas que ndo resulta no aumento da massa seca,
especificamente nos cotilédones de A. macrocarpon e T. aurea. Logo, pode-se concluir que
algum componente, possivelmente os ASTs, estdo sendo convertidos em amido. Em relacdo a
diminui¢ao de amido nos cotilédones de 4. macrocarpon e T. aurea a quantidade decresce aos
90 dias em concentragdes baixas, que ndo apresentam diferencas significativas com as NSs.
Portanto nesse periodo, em que se aproxima da queda cotiledonar dessas duas espécies, o amido
presente nos cotilédones ou ja foi consumido, translocado ou convertido, o que explica a sua
diminui¢do. Em K. coriacea, a curva temporal de amido nos cotilédones ¢ diferente, pois a
concentragao aos 90 dias nao se assemelha ao encontrado nas NSs. A formagdo de amido nos
cotilédones dessas 3 espécies, pode ocorrer nos cloroplastos usando o CO, como substrato
inicial, ou pode ser produzido a partir de agtcares pela metabolizagao das reservas (Zhang et.
al 2021). No caso de A. macrocarpon, com a auséncia de estomatos em seus cotilédones a

producdo de amido cotiledonar pode ter como origem predominante os aglicares, ja que sem a
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troca gasosa local haveria disponibilidade limitada de CO; para que esse fosse o substrato
inicial.

O periodo entre os 5 e os 20 dias AG parece contemplar a maior atividade de
translocacdo ou consumo das reservas cotiledonares, pois ¢ onde esta a maior quantidade de
diferencas significativas em relagdo aos 90 dias AG. Os padrdes de consumo das reservas
presentes nos cotilédones estdo menos claros para K. coriacea, devido a sua fungdo
fotossintética, que interfere no tempo de permanéncia cotiledonar, estando todos os cotilédones
presentes aos 90 dias AG. Mas, a associagao do tempo cotiledonar com a fun¢ao predominante
destoa de Soriano et al. (2013), pois em seu estudo, a func¢do cotiledonar ndo influenciou no
tempo de permanéncia; as duas espécies que permaneceram com os cotilédones por mais tempo
foram uma de cada fungdo (fotossintética - Coccoloba barbadensis, e reserva - Swietenia
humilis, sendo 110 e 90 dias, respectivamente).

As fungdes dos ASTs nas sementes estdo majoritariamente relacionadas com o processo
de dessecagdo e o aporte energético. No processo de dessecagdo das sementes os ASTs atuam
na protecdo das membranas (Blacking ef al. 1996), e a presenca de acucares pode potencializar
o efeito protetor das proteinas Late Embryogenesis Abundant (LEA) (Liu et al., 2010). Quanto
ao fornecimento de energia, esse ocorre por meio da quebra dos acucares (Crowe et al., 1987),
e sua preseng¢a nas sementes indica acesso a uma reserva de carbono e de energia de rapida
metabolizacao durante os estdgios de germinagdo e desenvolvimento inicial da plantula. Ja em
relacdo ao armazenamento de C no formato de lipideos, por mais que seja necessario menos
espaco por ser uma reserva compactada, segundo Kitajima (1996), os lipideos sdo uma forma
de armazenamento mais cara em termos bioenergéticos, para serem sintetizados ou degradados.
Sua utilizagdo pode ocorrer por meio da beta-oxidacgao lipidica (Goepfert & Poirier, 2007;
Sweetlove et al., 2010), com a diminuicdo dos estoques de lipideos ao longo do tempo,
acompanhado pela degeneracdo dos cotilédones a medida que os lipideos sdo consumidos
(Borek, Ratajczak & Ratajczak, 2006), como ocorreu em 4. macrocarpon e T. aurea. Por outro
lado, em muitas sementes oleaginosas, os cotilédones se diferenciam em O&rgaos
fotossintetizantes que sdo uma fonte relevante de carbono para a plantula em formacgao (Silva
et al., 2021). Neste caso, apenas uma parte dos lipidios é convertida em carboidratos
exportaveis.

Por meio das analises das reservas de C dos NSs e cotilédones nos diferentes periodos,
foi observado o padrdo de mobilizacgdo e translocagdo. O conjunto das reservas decresce dos

NSs até os cotilédones aos 90 dias AG, que para as espécies A. macrocarpon € T. aurea coincide
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com o a queda cotiledonar. Entdo, mesmo que as espécies ndo possuam padrdes iguais em todas
as variaveis isoladas (AST, Amido e Lipideos), a soma delas compondo a reserva de C resulta
em um padrdo geral comum, de queda dos 5 dias até os 90 dias AG.

Aos 90 dias AG, as plantulas de A. macrocarpon e T. aurea ndo apresentaram reservas
de carbono superiores as quantidades presentes em seus NSs, comportamento que diferiu do
que foi observado em K. coriacea. O aumento das reservas de carbono nas plantulas de K.
coriacea pode estar relacionado a capacidade fotossintética dos cotilédones, que contribuem
para a assimila¢dao e armazenamento de carbono durante o desenvolvimento inicial da planta.

A principal reserva de carbono nas plantulas ¢ o amido. Observa-se que, do estagio
inicial (NS) até o desenvolvimento das plantulas, ocorre uma transi¢do gradual na reserva
predominante, passando de lipideos para amido. Essa mudanca no padrdao de armazenamento
pode estar associada ao custo bioenergético envolvido na utilizagdo de lipideos como fonte de
energia, bem como ao fato de o amido ser a forma de reserva mais comum nas plantas. Isso se
deve, em parte, a sua insolubilidade, que confere inatividade osmdtica ao amido, evitando
interferéncias no equilibrio celular (Buckeridge ef al., 2000).

As reservas nas plantulas estao predominantemente localizadas nas raizes, o que pode
estar relacionado ao fato de as trés espécies serem deciduas (Souza et al., 2009; Silva et al.,
2023; Palhares, Franco & Zaidan, 2010). Essa caracteristica torna a alocagdo de recursos nas
folhas menos eficiente, uma vez que as folhas sdo perdidas sazonalmente. O direcionamento
das reservas para os tecidos radiculares pode também conferir as plantas maior capacidade de
sobrevivéncia e resiliéncia frente a intempéries, como eventos climaticos extremos ou danos a
parte aérea, o que garante que as plantas mantenham suas reservas energéticas em um local
protegido e acessivel para a rebrota e recuperagdo ap6s periodos adversos (Santos et al., 2021;

Yang et al., 2022).

5.8 CONCLUSAO

Com base neste estudo, € possivel concluir que as trés espécies diferiram quanto a
funcdo cotiledonar predominante. A soma das caracteristicas observadas indica que os
cotilédones de K. coriacea sdo predominantemente fotossintéticos, os de A. macrocarpon
atuam principalmente como reserva, enquanto os de 7. aurea apresentam uma fungdo
intermediaria, sendo tanto fotossintéticos quanto de reserva. Apesar das diferencas nas

concentragdes dos componentes analisados, todas as espécies compartilham um padrao comum
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de mobilizagdo, translocagdo ou consumo gradual das reservas cotiledonares, podendo ser
menos aparente em K. coriacea devido a capacidade fotossintética de seus cotilédones. O fato
de a perda funcional dos cotilédones ser gradual, a dependéncia das reservas varia conforme o
tempo de mobilizagdo e translocacdo. A principal forma de armazenamento de carbono nas
sementes ¢ na forma de lipideos, enquanto, nas plantulas, a principal reserva ¢ o amido, que se
localiza principalmente nas raizes. Esse padrdo pode indicar estratégias adaptativas frente a

sazonalidade do ambiente.
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Capitulo 2

Os efeitos da remocio cotiledonar na nutricao de plantulas de espécies

nativas do Cerrado
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RESUMO

A dependéncia que as plantulas possuem de seus cotilédones esta relacionado ao aporte
nutricional e energético que esses proporcionam. A compreensdo do papel cotiledonar no
desenvolvimento das plantulas permite que as técnicas de manejo utilizadas em programas de
restauragdo sejam otimizadas. Logo, o manejo mais eficiente na fase plantula pode ser crucial
para o sucesso das a¢des de semeadura direta. Espera-se que a remocdo cotiledonar cause
efeitos negativos no desenvolvimento inicial da plantula. A depender da intensidade da remogao
cotiledonar (total ou parcial) e da idade da plantula, ¢ possivel determinar o grau e tempo de
dependéncia da plantula das reservas cotiledonares, qual o cenario mais severo para a remogao
cotiledonar, ¢ com maiores impactos no desenvolvimento da parte aérea e radicular. Nesse
estudo foram utilizadas as espécies arboreas do Cerrado Aspidosperma macrocarpon, Tabebuia
aurea e Kielmeyera coriacea. Em uma escala da fun¢ao dos cotilédones, de predominante de
reserva para a funcdo fotossintetizante, as espécies se distribuem na seguinte ordem:
Aspidosperma macrocarpon, Tabebuia aurea e Kielmeyera coriacea. Cotilédones que se
diferenciam em relacdo a fungdo predominante devem responder de maneira diferente a sua
remogao. As plantulas foram submetidas a remog¢ao de um ou dos dois cotilédones aos 5, 10,
20 e 40 dias apds a germinacao. Aos 90 dias as plantulas foram avaliadas quanto ao seu aspecto
geral total (radicular, caulinar e foliar), acumulacao e distribui¢do de biomassa, e foi verificado
que os cotilédones suprem as demandas nutricionais e energéticas durante o desenvolvimento
inicial, enquanto sdo gradualmente utilizados. Entre os tratamentos, os efeitos mais severos
ocorreram nas plantulas que tiveram os dois cotilédones removidos aos 5 e 10 dias apos a
germinacgdo. Desta maneira, a intensidade dos efeitos causados pela remocgao cotiledonar vé ser
maiores nos primeiros dias apos a germinagdo, periodo em que a plantula teve pouco tempo

para translocar as reservas necessarias para assegurar o seu pleno desenvolvimento.

Palavras chaves: Plantulas, Remo¢ao Cotiledonar, Cotilédones, Desenvolvimento Inicial.
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ABSTRACT

The dependence that seedlings have on their cotyledons is related to the nutritional and energy
supply provided by these structures. Understanding the role of cotyledons in seedling
development allows for the optimization of management techniques used in restoration
programs. Therefore, efficient management during the seedling phase can be crucial for the
success of direct seeding efforts. It is expected that cotyledon removal will have negative effects
on early seedling development. Depending on the extent of cotyledon removal (total or partial)
and the age of the seedling, it is possible to determine the degree and duration of the seedling’s
dependence on cotyledonary reserves, as well as identify the most critical stage for cotyledon
removal and its greater impacts on shoot and root development. In this study, the tree species
Aspidosperma macrocarpon, Tabebuia aurea, and Kielmeyera coriacea, native to the Cerrado,
were used. On a scale of cotyledon function, ranging from predominant storage to
predominantly photosynthetic, these species are distributed in the following order:
Aspidosperma macrocarpon, Tabebuia aurea, and Kielmeyera coriacea. Cotyledons that differ
in their predominant function are expected to respond differently to removal. Seedlings were
subjected to the removal of one or both cotyledons at 5, 10, 20, and 40 days after germination.
At 90 days, seedlings were evaluated for overall condition (root, stem, and leaf development),
biomass accumulation and distribution. It was found that cotyledons meet the nutritional and
energy demands during early development while being gradually depleted. Among the
treatments, the most severe effects were observed in seedlings that had both cotyledons
removed at 5 and 10 days after germination. Thus, the severity of the effects caused by
cotyledon removal is greater in the first few days after germination, a period when the seedling

has had little time to translocate the necessary reserves to ensure its proper development.

Keywords: Seedlings: Cotyledon Removal, Cotyledons, Early Development.
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6.1 INTRODUCAO

O estudo dos padroes de desenvolvimento inicial de plantulas de espécies nativas do
Cerrado ¢ crucial para a aplicagdo de técnicas de restauracao que utilizam a semeadura direta
como ferramenta estratégica. O estagio plantula representa um periodo de elevada
vulnerabilidade, no qual a compreensdo das demandas nutricionais e energéticas iniciais das
plantulas, especialmente no que diz respeito a protecdo e utilizacao eficiente de suas reservas
cotiledonares, ¢ fundamental. Essa abordagem, consoa com os estudos que tem por objetivo
aumentar a eficiéncia do estabelecimento e o recrutamento de individuos (Ferreira & Vieira,
2024), reduzindo perdas durante a fase de estabelecimento e contribuindo para o sucesso das
praticas de restauracdo ecoldgica.

A dependéncia nutricional e energética das plantulas para com os seus cotilédones, esta
intimamente associada a taxa de crescimento maxima (Hanley et al., 2004). Assim que a
plantula atinge o maximo de crescimento suportado pelas reservas, deve ocorrer a transi¢ao
gradual de dependéncia das reservas cotiledonares para a autotrofia. A compreensdo desse
processo ¢ fundamental para otimizar técnicas de manejo em programas de restauracdo
ecologica, especialmente em ecossistemas degradados do Cerrado.

O Cerrado, em que predominam formagdes savanicas, ¢ caracterizado por uma forte
sazonalidade no regime de chuvas, com uma estacdo seca bem-marcada, de quatro a cinco
meses de duragdo (Colli, Vieira & Dianese, 2020.). As espécies arboreas deciduas do Cerrado,
ao germinarem e se estabelecerem na época chuvosa, desde a fase plantula, alocam os seus
recursos energéticos nos tecidos radiculares (Hoffmann et al., 2004, Nunes et al., 2024, capitulo
1), o que pode vir a refletir nos padroes de massa seca, area e comprimento. E essa alocagado
inicial das reservas, majoritariamente em formato de amido (Macneill et al.,2017 & Zhao et al.,
2018) se deve ao incremente energético disponibilizado originalmente pelas sementes. Logo,
espera-se que o déficit das reservas originais, por meio da remog¢ao cotiledonar, possa vir a
causar efeitos negativos no desenvolvimento radicular e na sua capacidade de acumulagdo de
reservas de carbono (Corte ef al., 2006) e, portanto, na sua capacidade de sobreviver durante a
estacdo seca subsequente, muitas vezes associada a queimadas que provocam a perda da parte
aérea ou das folhas (Vernooij et al., 2021).

Espécies anemocoricas geralmente compdem os mix de sementes utilizados na
restauracdo (comunicagdo direta com o grupo Tikré: Solugdes Ambientais e Suprimentos para
a Restaura¢do), e a forma compactada das reservas dessa classe de sementes ¢ uma
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caracteristica discutida por autores (De Melo et al., 2023). Dentre as espécies geralmente
utilizadas estdo na composicdo desses mixes: Aspidosperma macrocarpon, Tabebuia aurea ¢
Kielmeyera coriacea; que sdo espécies arboreas deciduas. Em estudo anterior sobre a variagao
temporal dos estoques de carbono (na forma de amido, agucares soliveis e lipideos) e de
nitrogénio nos cotilédones destas trés espécies (capitulo 1), permitiu concluir que estas
dependem dos cotilédones como fornecedores de carbono e nitrogénio para o seu
desenvolvimento inicial, ¢ que em K. coriacea ¢ T. aurea, essas estruturas sao também
fotossintetizantes. Em uma escala, da fun¢ao predominante de reserva para a fungdo
fotossintetizante, as espécies ficam na seguinte ordem: Aspidosperma macrocarpon, Tabebuia
aurea € Kielmeyera coriacea.

Através da remocgao total ou parcial dos cotilédones em diferentes periodos, ¢ possivel
determinar o grau e por quanto tempo as plantulas sdo dependentes das reservas cotiledonares,
qual o cendrio mais severo causado pela remocdo cotiledonar, e que viria a causar maiores
impactos no desenvolvimento da parte aérea e radicular. Esperdvamos que as espécies
respondessem negativamente a remocao cotiledonar, especialmente para aquelas que foram
privadas de suas reservas nos dias iniciais apds a germinagdo. Partimos da premissa que logo
apds a germinagdo as plantulas além de ndo possuirem sistema proprio para a aquisicao de
carbono e nutrientes minerais (folhas e raizes) de fontes externas, essas ainda ndo teriam
mobilizado a quantidade necessdria de reservas de carbono e nutrientes minerais dos
cotilédones que garantisse a formacao do sistema radicular e 6rgaos fotossintetizantes. Portanto,
comprometeria a sobrevivéncia ou o pleno estabelecimento da plantula, a depender do tempo
de remocao. Contudo, a funcdo cotiledonar predominante pode influir sobre a severidade da
remog¢do. Espécies com cotilédones de funcao fotossintética predominante teriam acesso a uma
fonte renovavel de carbono, e deveriam ser mais dependentes e por um prazo maior dos
cotilédones. Por outro lado, espécies com cotilédones de reserva dependeriam de uma utilizagao
mais rapida do carbono estocado nos cotilédones para desenvolver as folhas e ter acesso ao
carbono da atmosfera. O objetivo deste estudo foi analisar a influéncia da manipulagdo dos
recursos disponiveis nos cotilédones, durante o desenvolvimento inicial em plantulas de
espécies anemocodricas, através da remog¢do parcial ou total dos cotilédones em diferentes

periodos.
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6.2 MATERIAIS E METODOS

As sementes utilizadas nesse estudo foram todas provenientes de mosaicos vegetacionais
das fitofisionomias Cerraddo e Cerrado Denso, localizadas nos estados de Goias, Minas Gerais
e no Distrito Federal e foram coletadas de no minimo trés individuos por espécie. As
coordenadas de pontos proéximos das matrizes de A. macrocarpon, K coriacea e T. aurea sao
respectivamente: 16°1220"S 47°15'44"W; 15°46'25"S 47°51'55"W e 15°25'23"S 47°28'09"W.
Os experimentos foram realizados no Departamento de Botanica da Universidade de Brasilia
(UnB) e na Estagao Experimental do Instituto de Ciéncias Biologicas (EEB), ambos localizados
no Distrito Federal.

Foram selecionadas cem sementes livres de avarias (predadas, fungadas, malformadas
ou quebradas), para determinacdo da massa fresca em balanga de precisdo de quatro casas
decimais. Em seguida, as sementes foram separadas individualmente em pacotes de papel
aluminio, identificadas, ¢ acondicionadas em saquinhos zip lock, que foram colocados no
congelador a -28°C por no minimo 72 horas e em sequéncia foram liofilizados por no minimo
72 horas. Ap6s a liofilizagdo, as sementes foram pesadas (para a obtengao da massa seca) em
balanca de quatro casas decimais. Para a realizagdo dos testes bioquimicos e determinacao da
concentragao de nutrientes minerais, as sementes liofilizadas foram moidas até serem reduzidos
a po, em cadinho e pistilo com a adi¢cdo de nitrogénio liquido. As sementes foram combinadas
em 3 (trés) amostras compostas de 33 sementes cada para realizagcdo das analises bioquimicas
e de nutrientes minerais em laboratorio de analise comercial. Os nutrientes quantificados foram:
os macronutrientes calcio (Ca), enxofre (S), magnésio (Mg), nitrogénio (N), fosforo (P) e
potassio (K) e os micronutrientes: boro (B), cobre (Cu), ferro (Fe), manganés (Mn) e zinco (Zn).
Os dados das reservas de carbono (lipideos, amido e actcares soltiveis) destas sementes estao
disponiveis no capitulo 1.

Para cada espécie, foi preparada uma bandeja para a deposicdo das sementes. As
bandejas foram forradas com duas folhas de papel filtro do tipo germinatest umedecidas com
dgua destilada. Sobre as folhas foram distribuidas, sem sobreposi¢cdo, 200 sementes livres de
avaria e sem as alas, em seguida foram cobertas com uma camada de papel filtro, em seguida
foram regadas com 4gua destilada e vedadas com papel filme para evitar possiveis
contaminagdes externas e manter a umidade. As bandejas, foram depositadas em camaras de
crescimento do tipo B.O.D., com temperatura constante de 28°C e fotoperiodo de 12 horas. A
rega e conferéncia da germinagao, foram realizadas a cada 2 dias. Apo6s a emissdo da radicula,
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as sementes germinadas foram levadas para casa de vegetacdo, onde foram transplantadas,
individualmente, em recipientes de plastico transparente ¢ de formato de tronco de cone, com
altura de 15cm e volume de 500ml, preenchidos com areia da marca Dancor® que teve a
composi¢ao quimica analisada por meio do método de Texeira et al. (2017). Quando necessario,
devido ao crescimento radicular, os recipientes contendo os individuos tiveram o fundo
recortado e em baixo foi adicionado outro recipiente preenchido de areia. A distribui¢ao ocorreu
de forma aleatoria entre os recipientes, e estes foram posteriormente identificados dentre os
tratamentos de forma inteiramente casualizada (metodologia compartilhada com o capitulo 1).
Foram coletadas amostras do substrato utilizado no inicio e final do experimento, para analises
de composicdo quimica, por meio do método de Texeira et al. (2017), que determinou a
concentragdo de: Al (aluminio), B (boro), Ca (célcio), Cu (cobre), Fe (ferro), K (potassio), Mg
(magnésio), Mn (manganés) N (nitrogénio), Na (sodio), P (fésforo), S (enxofre), Zn (zinco) e a
acidez (H + Al).

Os tratamentos utilizados foram oito e controle. Os tratamentos foram: a remog¢ao de um
cotilédone aos cinco, dez, vinte e quarenta dias; a remog¢ao dos dois cotilédones aos cinco, dez,
vinte e quarenta dias; controle, cujas plantas ndo tiveram remocao de cotilédones (Figura 18).
Em cada tratamento foram utilizadas vinte plantas, totalizando cento e oitenta individuos por
espécie. A remogao cotiledonar, foi feita com auxilio de um bisturi, de maneira a evitar danos
nos primordios foliares e nas radiculas. Ao atingir noventa dias apds a germinacdo, o
experimento foi finalizado e foram quantificados os individuos mortos. As plantulas foram
retiradas do substrato, lavadas, identificadas e levadas ao laboratorio aonde foram novamente
lavadas com agua destilada para a maxima remog¢do das impurezas, em seguidas foram
fotografadas. Finalizado o registro fotografico, foi aferido o comprimento maximo (cm) do
sistema radicular, medindo o a extensdo maxima que as raizes atingiram quando esticadas, o
comprimento (cm) da parte aérea e do caule. Apds as medigdes, as plantulas foram separadas
em folhas, caules e raizes, que foram pesadas para a obteng¢ao da massa fresca (g). Em seguida,
as raizes e folhas foram digitalizadas para a obtencgdo da 4rea (cm?), utilizando um scanner de
mesa, e analisadas pelo software livre ImageJ. Finalizada as medigdes, todas os individuos
foram acondicionados em pacote de papel aluminio, identificados e perfurados (para permitir a
saida da 4gua). Os pacotes com as amostras foram colocados em congelador a -28°C por no
minimo 72h. Em seguida o material vegetal foi liofilizado, e pesado (folhas, caules e raizes)

para obtencao da massa seca (g).
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Figura 18. Esquema experimental correspondente a remocao cotiledonar parcial e total de plantulas de
A. macrocarpon, K. coriacea e T. aurea, nos respectivos tratamentos.

O experimento teve delineamento inteiramente ao acaso e o nivel de significancia
utilizado foi igual a 5% para todas as analises. As analises estatisticas feitas para os dados que
apresentaram normalidade (pelo teste de Shapiro Wilk) e homoscedasticidade (pelo teste de
Bartlett) no programa R, foram realizados por ANOVAs com pos.hoc. de testes de Tukey, e
para dados nao paramétricos foi realizado o teste de Kruskal Wallis com o pos.hoc. de teste de

Dunn-Bonferroni, ambos com p<0,05.
6.3 RESULTADOS

A analise da composi¢do quimica das sementes (Tabela 7) mostrou que as trés espécies
possuem composi¢do nutricional proximas em concentracao. Entre os macronutrientes, Ca e S
sdo os nutrientes presentes em menores concentragdes, enquanto o N € o nutriente presente em
maior concentracdo. A concentracdo de N encontrada foi proximo ao encontrado nos
cotilédones (capitulo 1) aos 5 dias apds a germinagdo. As variagdes encontradas nos macro e
micronutrientes ndo forneceram evidéncias suficientes para que fundamentar a diferenciagao

entre os tipos cotiledonares.

Tabela 7. Composic¢ao quimica das sementes sem alas (NSs) de A. macrocarpon, K. coriacea e T. aurea.
Valores médios + Erro Padrdo, n= 3. Macronutrientes: nitrogénio (N), fésforo (P), potassio (K), calcio
(Ca), magnésio (Mg), enxofre (S); Micronutrientes: zinco (Zn), ferro (Fe), manganés (Mn), cobre (Cu)
e boro (B). Dados expressos em termos de média + erro padrao N=3

Componentes A. macrocarpon K. coriacea T. aurea
N dag/kg 4,52 + 0,06 4,37+0,03 4,30 £0,03
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P dag/kg 0,59 + 0,02 0,79 + 0,01 0,81 + 0,02

K dag/kg 1,13 +0,05 1,35 40,01 1,40 + 0,02

Ca dag/kg 0,25 +0,02 0,41 £0,03 0,24 £0,02
Mg dag/kg 0,43 + 0,02 0,40 + 3,9E""7 0,27 + 0,07

S dag/kg 0,22 + 0,01 0,22 + 0,02 0,24 + 0,01

Zn mg/kg 40,53 + 1,73 54,53 +1,16 37,87 + 0,48
Fe mg/kg 26,27 +2,32 30,00 + 0,23 42,13 + 6,47
Mn mg/kg 42.40 + 0,46 28,93+ 1,27 4,40 + 0,40
Cu mg/kg 12,80 + 5,22 16,80 + 0,40 15,87 0,13
B mg/kg 29,13 + 0,99 40,95 + 0,68 10,23 + 2,48

A analise do substrato esta descrita na Tabela 8, onde € possivel observar que as baixas
concentragdes dos elementos analisados, em comparacdo com solos do Cerrado (Carneiro et
al., 2009), exceto para as concentragdes de Ca e P. A capacidade de troca catidnica ¢ baixa,

logo, os nutrientes possuem baixa disponibilidade.

Tabela 8. Analise quimica da composicao da Areia utilizada como substrato do experimento. Aluminio
(Al), Sodio (Na) Capacidade de Troca Cationica (CTC), Potassio (K), Calcio (Ca), Magnésio (Mg),
Enxofre (S), Ferro (Fe), Manganés (Mn), Zinco (Zn), Cobre (Cu), Boro (B), Fésforo (P) e Nitrogénio
N).

Andlise quimica da Areia

Composic¢ao Concentra¢do (cmolc/dm?)
Al 0,20
Na 0,02
CTC 1,60
K 0,03
Ca 0,30
Mg 0,10
Composicao Concentrac¢do (mg/dm?)
S 20,30
Fe 5,80
Mn 0,50
Zn 1,07
Cu 0,90
B 0,04
P 12,00
Composicao Concentracdo (mg/kg)
N 25,20
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No decorrer do experimento houve mortalidade de plantulas (Figura 19). A perda de
plantulas foi menor para Kielmeyera coriacea, enquanto as maiores perdas de plantulas

ocorreram em 4. macrocarpon.
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Figura 19. Graficos de referentes ao numero mortalidade em cada tratamento aos 90 dias apos a
germinagao. a) Aspidosperma macrocarpon, b) Kielmeyera coriacea, c) Tabebuia aurea.

Em avaliagdo visual das plantulas de A. macrocarpon (Figura 20), foi possivel observar
que ao final do experimento as folhas em todos os tratamentos estavam livres de clorose, as
raizes se desenvolveram sem sintomas de patologias, as gemas apicais ndo apresentaram
sintomas de murcha, necrose e deformacdo aparente que possibilitassem a distingdo entre os
tratamentos. Para as plantulas que mantiveram um ou os dois cotilédones, esses estavam em
aspecto de murcha aos 90 dias AG, em alguns individuos os cotilédones estavam com coloragao
marrom a preta, em outros os cotilédones ja haviam caido. Em remogao total dos cotilédones

nos 5, 10 e 20 dias AG, os individuos se distinguiam dos demais devido ao aspecto geral

reduzido (Figura 20).

5 dias 10 dias 20 dias 40 dias 5 dias 10 dias 20 dias 40 dias 90 dias

1 cotilédone 2 cotilédones __sem remogao_

Figura 20. Plantulas de A. macrocarpon aos 90 dias apds a germinacdo (AG) e que tiveram um ou dois
cotilédones removidos aos 5, 10, 20 ou 40 dias apos a germinagao.

75



Para as plantulas de K. coriacea (Figura 21) pertencentes aos tratamentos de remocao
um cotilédone e sem remocgao (90d), ndo foi registrado queda cotiledonar, estes permaneceram
com aspecto saudavel, sem indicagdo de queda ou murcha. Foi comum para essa espécie a
auséncia de folhas, sendo a parte aérea composta apenas dos caules e cotilédones. Ao observar
os individuos em que foi realizada a remocao total dos cotilédones, todos possuiam ao menos
uma folha. As raizes, sem distingdo de tratamento, estavam com aspecto tuberoso com raizes
secundarias pouco aparentes, ¢ sem sintomas de patologia. A gema apical e caules nao
apresentavam sintomas de patologia, deformagao e necrose aparente que diferenciassem entre

os tratamentos e que fosse passivel de observacao visual.
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Figura 21. Plantulas de K. coriacea aos 90 dias apds a germinagdo (AG) e que tiveram um ou dois
cotilédones removidos aos 5, 10, 20 ou 40 dias apos a germinagao.

Nas plantulas de 7. aurea (Figura 22) submetidas aos tratamentos de remogao parcial
dos cotilédones ou sem remogao, os cotilédones presentes apresentaram um aspecto de murcha,
em alguns casos exibiam colora¢do que variava de marrom a preta, enquanto, em outros, ja
haviam caido completamente. Contudo, os individuos em todos os tratamentos apresentavam
aspecto saudavel com folhas presentes em todos os individuos, com marcada heterofilia, o que
se deve ao fato de as folhas iniciais das plantulas serem simples em vez de compostas como nos
individuos adultos. Gemas apicais e caules, ndo apresentaram sintoma visual que permitisse
distingdo entre os tratamentos. As raizes, com aspecto tuberoso, ndo continham tragos que

indicassem patologias.
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Figura 22. Plantulas de 7. aurea aos 90 dias apds a germinacdo (AG) e que tiveram um ou dois
cotilédones removidos aos 5, 10, 20 ou 40 dias apos a germinagao.

Os efeitos da remogado dos cotilédones na area foliar, area radicular e na razao de area
foliar/ area radicular em A. macrocarpon (Figura 23) foram maiores para as plantulas que
tiveram os dois cotilédones removidos, especialmente dos 5 aos 20 dias apds a germinacao. A
remocao parcial dos cotilédones so6 resultou em efeitos significativos nas raizes dos individuos
aos 5 dias, pois houve reducdo da area radicular em comparagdo com as plantulas aos 90 dias
AG (ap0s a germina¢do) SRM (sem remocao cotiledonar). Nos individuos que tiveram ambos
os cotilédones removidos, ocorreu uma redugdo significativa na area foliar, area radicular e um
aumento na razao area radicular/foliar) nas plantulas aos 5, 10 e 20 dias AG em relagdo as

plantulas aos 90 dias AG SRC (Sem Remocao Cotiledonar).
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Figura 23. Graficos referentes as areas: a) foliares (cm?), b) areas radiculares (cm?), ¢) e razdo da area
radicular pela foliar (R/F) (cm?) para as plantulas de 4. macrocarpon nos diferentes tratamentos aos 90
dias AG. Os tratamentos correspondem a remog¢do de um (1c) ou dois (2¢) cotilédones aos 5, 10, 20 ou
40 dias apods a germinagdo e os controles (90), que ndo tiveram os cotilédones removidos. Em teste
Dunn-Bonferroni foi verificado a diferenga estatistica entre o controle e os demais tratamentos, que ao
diferirem significativamente (p<0,05) foram sinalizados com “*”’.
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Os valores de area foliar, area radicular e razdo de area foliar/ area radicular, em K.
coriacea (Figura 24), foram menores nas plantulas que tiveram os dois cotilédones removidos
aos 5 aos 20 dias AG. A remogao resultou na redugao significativa da area foliar aos 5 dias AG
em comparagdo as plantulas aos 90 dias AG SRC. Na area radicular, houve reducao
significativa aos 10, 20 e 40 dias AG, enquanto na razao entre area radicular e foliar, a redugao
foi significativa aos 10 e 20 dias AG. Ja na remocdo de dois cotilédones, foram observadas
diferencas significativas aos 5, 10 e 20 dias AG para a area foliar e area radicular, a na razao

entre area radicular e foliar as diferencas ocorreram aos 10, 20 ¢ 40 dias AG.
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Figura 24. Graficos referentes as areas: a) foliares (cm?), b) areas radiculares (cm?), ¢) e razdo da area
radicular pela foliar (R/F) (cm?) para as plantulas de K. coriacea nos diferentes tratamentos aos 90 dias
AG. Os tratamentos correspondem a remocdo de um (1c) ou dois (2¢) cotilédones aos 5, 10, 20 ou 40
dias apos a germinagdo e os controles (90), que ndo tiveram os cotilédones removidos. Em teste Dunn-
Bonferroni foi verificado a diferenca estatistica entre o controle ¢ os demais tratamentos, que ao
diferirem significativamente (p<0,05) foram sinalizados com “*”’.

A remogao cotiledonar em plantulas de 7. aurea (Figura 25) resultou em diferencas
significativas apenas na remogao de 2 cotilédones, nos tratamentos 5 e 10 dias AG. A remocgao
de dois cotilédones causou uma reducao significativa na area foliar e radicular aos 5 e 10 dias,
e um aumento na razao area radicular / area foliar em relagao aos 90 dias AG SRC. A remogao
parcial em Tabebuia aurea nos diferentes periodos nado resultou em diferengas significativas na
area foliar, area radicular e na razdo radicular/foliar em relagdo as plantulas avaliadas aos 90

dias AG SRC.
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Figura 25. Graficos referentes as areas: a) foliares (cm?), b) areas radiculares (cm?), ¢) e razdo da area
radicular pela foliar (R/F) (cm?) para as plantulas de T. aurea nos diferentes tratamentos aos 90 dias AG.
Os tratamentos correspondem a remog¢ao de um (1c) ou dois (2c) cotilédones aos 5, 10, 20 ou 40 dias
apos a germinacdo e os controles (90), que ndo tiveram os cotilédones removidos. Em teste Dunn-
Bonferroni foi verificado a diferenca estatistica entre o controle ¢ os demais tratamentos, que ao
diferirem significativamente (p<0,05) foram sinalizados com “*”.

A remogao dos cotilédones afetou o crescimento da parte aérea e comprimento maximo
do sistema radicular das plantulas de 4. macrocarpon (Figura 26). Aos 90 dias AG em
comparagdo a plantas de mesma idade sem remocao, evidenciou que a maior quantidade de
efeitos significativos ocorreu na remogao cotiledonar total. Para as plantulas quer tiveram um
cotilédone removido, o comprimento da parte aérea e a razdo comprimento MAaximo
radicular/comprimento parte aérea nas plantulas avaliadas aos 5 e 10 dias AG, diferiram em
relagdo as plantulas aos 90 dias AG SRC, ja no comprimento radicular ndo houve efeito
significativo. Na remocao total dos cotilédones, houve uma diminui¢do no comprimento da
parte aérea (aos 5, 10 e 20 dias AG), no comprimento radicular (aos 5 ¢ 10 dias AG) e um
aumento na razdo comprimento radicular / € comprimento da parte aérea (aos 5, 10, 20 e 40

dias AG), quando comparadas as plantulas aos 90 dias AG SRC.
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Figura 26. Graficos referentes os comprimentos: a) Comprimentos Aéreo (cm), b) Comprimento
radicular (cm) e ¢) Razdo do comprimento radicular pelo comprimento aéreo (R/A) (cm) para plantulas
de A. macrocarpon nos diferentes tratamentos aos 90 dias AG. Os tratamentos correspondem a remogao
de um (1c¢) ou dois (2¢) cotilédones aos 5, 10, 20 ou 40 dias ap6s a germinagdo e os controles (90), que
ndo tiveram os cotilédones removidos. Em teste Dunn-Bonferroni foi verificado a diferenca estatistica
entre o controle e os demais tratamentos, que ao diferirem significativamente (p<0,05) foram sinalizados
com “*”,

Assim como para A. macrocarpon, a remogao cotiledonar em Kielmeyera coriacea
(Figura 27) teve os efeitos no comprimento de parte aérea, comprimento radicular e a razao
entre o comprimento radicular / comprimento parte aérea, concentrados na remogao total, mas
os periodos em que houve significancia diferiram. A remoc¢do de um cotilédone ndo afetou a
parte area, no entanto, no comprimento radicular, o efeito foi observado apenas aos 20 dias apos
a germinagdo (AG), resultando em uma redu¢do no comprimento. Para a razdo do comprimento
radicular/ comprimento parte aérea (R/A), houve diferenga significativa aos 10 e 20 dias AG.
Na remog¢do de dois cotilédones, o comprimento da parte aérea apresentou aumento
significativo apenas aos 40 dias AG, em comparacdo com as plantulas aos 90 dias AG, sem
remog¢ao cotiledonar (SRC). J& no comprimento radicular, houve reducdo em todos os
tratamentos, exceto aos 40 dias AG, que ndo diferiu do controle. Para a razdo R/A, as plantulas
avaliadas aos 20 e 40 dias AG apresentaram valores menores em relagdo as plantulas aos 90

dias AG SRC.
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Figura 27. Graficos referentes os comprimentos: a) Comprimentos Aéreo (cm), b) Comprimento
radicular (cm) e ¢) Razdo do comprimento radicular pelo comprimento aéreo (R/A) (cm) para plantulas
de K. coriacea nos diferentes tratamentos aos 90 dias AG. Os tratamentos correspondem a remocgao de
um (1c) ou dois (2¢) cotilédones aos 5, 10, 20 ou 40 dias ap6s a germinagao € os controles (90), que ndo
tiveram os cotilédones removidos. Em teste Dunn-Bonferroni foi verificado a diferenga estatistica entre
o controle e os demais tratamentos, que ao diferirem significativamente (p<0,05) foram sinalizados com

ek

Os efeitos da remoc¢do cotiledonar no comprimento da parte aérea, comprimento
radicular e razdo comprimento radicular/parte aérea em plantulas de 7. aurea (Figura 28) foram
maiores nas que tiveram os dois cotilédones removidos, principalmente aos 5 dias. A remog¢ao
de um cotilédone em 7. aurea resultou em efeitos significativos apenas no comprimento da
parte aérea, com reducdo observada nas plantulas com remog¢ao aos 5 e 10 AG, em comparacao
as plantulas aos 90 dias AG SRC. A remocdo de dois cotilédones causou redugdo no
comprimento da parte aérea nas plantulas com remocao aos 5, 10 e 20 dias AG, além de reducdo
no comprimento radicular aos 5 dias AG. Para a razdo comprimento radicular/ comrpimento de

parte aérea (R/A), foi observado um aumento significativo aos 5 e 10 dias AG.
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Figura 28. Graficos referentes os comprimentos: a) Comprimentos Aéreo (cm), b) Comprimento
radicular (cm) e ¢) Razdo do comprimento radicular pelo comprimento aéreo (R/A) (cm) para plantulas
de T. aurea nos diferentes tratamentos aos 90 dias AG. Os tratamentos correspondem a remog¢ao de um
(1c) ou dois (2¢) cotilédones aos 5, 10, 20 ou 40 dias apoés a germinagdo e os controles (90), que ndo
tiveram os cotilédones removidos. Em teste Dunn-Bonferroni foi verificado a diferenga estatistica entre
o controle e os demais tratamentos, que ao diferirem significativamente (p<0,05) foram sinalizados com

(I3

A massa seca das plantulas de 4. macrocarpon (Figura 29) aos 90 dias AG foi afetada
majoritariamente pela remogao cotiledonar total, principalmente aos 5 e 10 dias AG. Remocao
de um cotilédone ndo teve influéncia nas massas secas foliares e radiculares, mas na massa seca
caulinar, em que as plantulas que tiveram um dos cotilédones removidos aos 5 dias AG, a massa
seca caulinar foi significativamente menor do que o controle, cujas plantulas ndo tiveram os
cotilédones removidos. A remocao total dos cotilédones aos 5, 10 e 20 dias AG resultou na
diminui¢do da massa seca foliar e das massas secas caulinares e radiculares para as que tiveram

os cotilédones removidos aos 5 e 10 dias AG.
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Figura 29. Graficos referentes as massas secas: a) Massa seca foliar (g), b) massa secas caulinares (g) e
¢) massa secas radiculares (g) para plantulas de A. macrocarpon nos diferentes tratamentos aos 90 dias
AG. Os tratamentos correspondem a remogdo de um (1¢) ou dois (2¢) cotilédones aos 5, 10, 20 ou 40
dias apos a germinagdo e os controles (90), que ndo tiveram os cotilédones removidos. Em teste Dunn-
Bonferroni foi verificado a diferenca estatistica entre o controle e os demais tratamentos, que ao
diferirem significativamente (p<0,05) foram sinalizados com “*”.

Os padroes de distribuicdo de massa seca das plantulas de K. coriacea (Figura 30) foram
mais afetados pela remogao cotiledonar total, principalmente aos 20 dias AG. A remogao de
um cotilédone em K. coriacea, teve como efeito a reducdo nas massas secas caulinares (5 dias
AG) e radiculares (5 dias e 40 dias) em comparacgado as plantulas do controle. A auséncia de um
dos cotilédones ndo interferiu na massa seca foliar em nenhum dos tratamentos. A remog¢ao dos
dois cotilédones resultou no decréscimo da massa seca foliar para as que tiveram os cotilédones
removidos aos 20 dias e aumento para as que tiveram os cotilédones removidos aos 40 dias AG;
na massa seca caulinar e radicular para as que tiveram os cotilédones removidos aos 5, 10 e 20
dias AG houve reducdo em relacao as plantulas do controle, que ndo tiveram os cotilédones

removidos.
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Figura 30. Graficos referentes as massas secas: a) Massa seca foliar (g), b) massa secas caulinares (g) e
¢) massa secas radiculares (g) para plantulas de K. coriacea nos diferentes tratamentos aos 90 dias AG.
Os tratamentos correspondem a remog¢ao de um (1c) ou dois (2c) cotilédones aos 5, 10, 20 ou 40 dias
apos a germinagdo e os controles (90), que ndo tiveram os cotilédones removidos. Em teste Dunn-
Bonferroni foi verificado a diferenca estatistica entre o controle e os demais tratamentos, que ao
diferirem significativamente (p<0,05) foram sinalizados com “*”’.
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A remocao cotiledonar em plantulas de 7. aurea (Figura 31), resultou em efeitos mais
severos na massa seca, quando retirados os dois cotilédones, especificamente quando estes
foram retirados aos 5 e 10 dias AG. A remocao de um cotilédone ndo surtiu efeitos significativos
na massa seca foliar de 7. aurea, para a massa seca caulinar e radicular a retirada parcial gerou
redu¢do quando comparadas aos caules e raizes das plantulas que ndop tiveram os cotilédones
removidos. A remoc¢ao cotiledonar total, induziu a reducdo da massa seca foliar, caulinar e
radicular nas plantulas que tiveram os cotilédones removidos aos 5 e 10 dias AG.
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Figura 31. Graficos referentes as massas secas: a) Massa seca foliar (g), b) massa secas caulinares (g) e
¢) massa secas radiculares (g) para plantulas de 7. aurea nos diferentes tratamentos aos 90 dias AG. Os
tratamentos correspondem a remocao de um (1c) ou dois (2¢) cotilédones aos 5, 10, 20 ou 40 dias apos
a germinagdo e os controles (90), que nao tiveram os cotilédones removidos. Em teste Dunn-Bonferroni
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foi verificado a diferenga estatistica entre o controle e os demais tratamentos, que ao diferirem
significativamente (p<0,05) foram sinalizados com *“*”’.

6.4 DISCUSSAO

A areia utilizada como substrato, quando comparado com os solos de Cerrado, foi no
geral mais pobre. Quando comparado com Latossolo Vermelho, o solo predominante nos
fitofisionomias de ocorréncia das espécies aqui estudadas, as concentracdes de Mg e K no
latossolo encontrados por Carneiro et al. (2009) sdo superiores aos encontrados na areia
utilizada, contudo a areia apresentou maiores concentragdes de Ca e P. Estudos que comparam
solo do Cerrado com areia, mostram que o solo do Cerrado ¢ mais 4acido e com maiores
quantidades de aluminio, e na maioria dos casos as amostras de areia continham mais célcio e
fosforo, enquanto que o substrato com maiores valores de potassio e de magnésio alternaram
entre os solos de Cerrado ¢ a areia (Dantas et al., 2009; De Paiva et al., 2011; Siqueira Neto et
al.,2009). A baixa disponibilidade dos nutrientes, com exce¢do para Ca e P, e os baixos valores
de capacidade de Troca Catidnica do substrato, em comparagdo com o solo nativo do Cerrado,
indicam que as plantulas dependeriam principalmente das reservas cotiledonares neste estagio
de desenvolvimento, contudo ndo podemos descartar uma possivel absorcdo de Ca e P do
substrato para suprir as necessidades da plantula, pois durante seu estudo, Nunes et al. (2024),
verificou que em areia, mesmo com a baixa Capacidade de Troca Catidnica e baixo valor
nutricional, as plantulas conseguiram absorver os nutrientes Ca, Fe e Mn.

De qualquer maneira, ¢ razoavel supor que o crescimento inicial da plantula dependeu
em grande parte do aporte nutricional conferido pelas reservas cotiledonares que estavam
originalmente presente nas sementes. Esse aporte nutricional, permitiu com que as plantulas se
desenvolvessem, como observado nas plantulas que mantiveram os dois cotilédones.
Analisando as variaveis para as plantulas 90 dias AG e que mantiveram os dois cotilédones, a
razao area radicular / area foliar foi menor do que um, para 4. macrocarpon ¢ T. aurea, o que
significa maior area foliar. J4 em K. coriacea a érea radicular foi maior, pois o valor da razdo
foi superior a um. Possivelmente a diferenca entre o investimento na area foliar, se deve ao fato
de os individuos de K. coriacea possuirem de poucas a nenhuma folha nesta fase do
desenvolvimento. Contudo, nos trés casos, o0 comprimento maximo do sistema radicular (um
indicador da profundidade maxima do sistema radicular) foi maior do que da parte aérea. O
maior comprimento radicular pode ser justificado pelo fato de que raizes profundas no

desenvolvimento inicial melhoram o estabelecimento em locais onde had periodos de secas
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extensos (Hoffmann, Orthen & Franco, 2004). Além disso, para as trés espécies hd uma maior
acumulacdo de massa no sistema radicular do que na parte aérea, com razao raiz/parte aérea
maior do que 1, pois as raizes apresentam caracteristicas tuberosas devido a notavel diferenca
entre a espessura da raiz principal em relagdo as raizes secundarias. As raizes que possuem tais
espessuras, no caso de K. coriacea, parecem apresentar estruturas que possibilitam as rebrotas,
ou seja, possiveis xilopodios (Self, 1989.), o que implicaria na capacidade do individuo emergir
apos intemperes ambientais que tenham resultado no comprometimento da parte aérea.

Utilizando como parametro o desenvolvimento das plantulas que ndo tiveram os
cotilédones removidos, aos 90 dias ap6s a germinagao, esperava-se que o desenvolvimento das
plantulas com um ou dois cotilédones removidos fosse reduzido ou modificado a medida em
que se aumentasse o grau da remocdo cotiledonar em plantulas com idade mais proxima da
germinagdo. Os atributos fisicos aqui utilizados, forneceram uma métrica em rela¢do ao periodo
em que as plantulas sdo mais sensiveis a perda das reservas cotiledonares. A razdo da area
radicular / area foliar teve aumento significativo para as plantulas de 4. macrocarpon e T. aurea,
em que foram removidos os 2 cotilédones entre 5 e os 20 dias AG. Mas, mesmo com aumento
significativo, as plantulas possuem maior area foliar do que radicular. Em K. coriacea, a razao
area radicular/area foliar diminuiu, sugerindo que as plantulas de remocao parcial aos 10 e 20
dias, e as de remocgdo total aos 10, 20 e 40 dias investiram proporcionalmente mais em area
foliar do que as plantulas que ndo tiveram os cotilédones removidos.

Os efeitos da remocao cotiledonar na razao entre o comprimento radicular e a parte aérea
variaram entre as espécies. Em K. coriacea, a remogao levou a reducdo dessa razao, sugerindo
maior investimento no crescimento da parte aérea. Em contraste, em A. macrocarpon ¢ T.
aurea, aremogao dos cotilédones, especialmente dos dois, intensificou o crescimento radicular.
Essa diferenca observada em K. coriacea pode estar associada a reducgao da area fotossintética
decorrente da remocgdo cotiledonar total, uma vez que os cotilédones dessa espécie
desempenham funcao predominantemente fotossintética.

Entre os tratamentos foi observado que os efeitos mais severos ocorreram nas plantulas
que tiveram os cotilédones removidos aos 5 e 10 dias AG, momento em que os cotilédones das
trés espécies estavam em expansdo. Aos 5 dias, periodo em que se concentra as redugdes
significativas no desenvolvimento inicial da remocdo cotiledonar, os cotilédones das trés
espécies, ainda estavam expressando a coloragdo verde, o que pode estar associado ao grau de
danos que a remogdo cotiledonar pode conferir para o desenvolvimento inicial. Portanto os

efeitos que a remocao cotiledonar causa vai depender do momento no qual os cotilédones foram
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removidos. Isso porque nos primeiros dias apds a germinacdo, a quantidade de reservas
translocadas € maior do que nos dias mais distantes da germinagao (capitulo 1).

Segundo Thomas & Costa (1993) as primeiras folhas das plantulas de Glycine max
atuam como dreno, e assim as reservas cotiledonares sao quem mantém o crescimento da
plantula até a expansao foliar. O crescimento da plantula, sinalizado como o desenvolvimento
da parte aérea e radicular, atua como dreno, ¢ ¢ limitado e dependente das reservas
cotiledonares, que possuem fung¢do fonte no desenvolvimento primario. Para Grisi ef al. (2019)
ao analisar estabelecimento inicial plantulas de Hymenaea courbaril, notou-se que o
desenvolvimento apds a germinagdo envolve o uso metabolicamente controlado das substancias
de reserva, até que sejam capazes de obter do ambiente os nutrientes necessarios para o seu
crescimento e diferenciagdo. Os resultados aqui encontrados corroboram com estudos
semelhantes, onde a remocao cotiledonar afetou negativamente o desenvolvimento de plantulas
de diversas espécies (Guzman & Sanchez, 2004; Nunes et al., 2024; Yi et al., 2019)

Compreender os limites da dependéncia cotiledonar ¢ essencial para determinar o
momento em que o déficit nutricional de um solo degradado comega a influenciar
negativamente o estabelecimento do individuo. Em cendrios de campo, a observagdao de
plantulas aparentemente vigorosas e saudaveis, mas ainda dependentes das reservas dos
cotilédones, pode levar a uma superestimagao do sucesso inicial da restauracao, visto que a
capacidade de mobilizacao das reservas cotiledonares independe da disponibilidade nutricional
do solo (Yi & Wang, 2015). Essa percep¢do equivocada ocorre porque o vigor observado €
sustentado, em grande parte, pelas reservas internas, € ndo pela capacidade da plantula de obter
nutrientes do solo. Assim, identificar o ponto em que as plantulas se tornam totalmente
autotroficas permite uma avaliagdo mais precisa do impacto das condi¢des do solo degradado
sobre o sucesso do estabelecimento e a viabilidade a longo prazo dos individuos em programas
de restauragdo ecoldgica O impacto da perda parcial ou total dos cotilédones no crescimento e
na sobrevivéncia das plantulas deve ser muito maior em condi¢cdes em campo, devido aos
estresses ambientais, principalmente a disponibilidade hidrica, pois as plantulas possuem em

seus cotilédones aporte nutricional suficiente para manter o seu desenvolvimento inicial.

6.5 CONCLUSAO
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Através dos resultados aqui encontrados, foi possivel concluir que os cotilédones
suprem grande parte das demandas nutricionais e energéticas da plantula apds a germinagao,
sendo gradualmente utilizadas. Logo, ndo s6 a remogao dos cotilédones pode causar danos no
desenvolvimento inicial, especialmente em solos pobres em nutrientes como os do Cerrado,
mas dependendo do momento em que ocorre, os efeitos podem ser mais severos ou mais
brandos. A remogao total no periodo mais proéximo a germinagao, resulta em efeitos negativos
mais graves, isso devido ao pouco tempo que a plantula teve para translocar as reservas

necessarias para garantir o seu desenvolvimento inicial bem-sucedido.
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