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RESUMO

O Cerrado é um dos hostspots de biodiversidade. No dominio, o género Erythroxylum esta
entre 0s mais ocorrentes e Erythroxylum suberosum A. St.-Hil apresenta ampla distribuigdo. A
espéecie € distilica, caracteristica que proporciona uma variacdo na oferta de polen e na
fertilizacdo estabelecida entre os morfotipos. Assim, o presente trabalho foi realizado para
avaliar o dimorfismo floral de Erythroxylum suberosum em relacdo a viabilidade polinica,
caracteristicas morfoldgicas do fruto, semente, germinacdo e desenvolvimento inicial da
plantula, além de verificar se ha alteragdo no padrdo de respostas entre fitofisionomias de
Cerrado. Grdos de polen, frutos e plantulas dos dois morfotipos foram avaliados com o auxilio
de microscopia de luz, acrescida da germinacdo de sementes. A viabilidade de sementes
produzidas foi realizada a partir de frutos em diferentes fases de maturagdo. Os resultados
demonstraram diferencas na viabilidade polinica entre os morfotipos e fitofisionomias. Os
frutos ndo apresentaram diferencas estruturais entre padrbes de coloracdo estudados. A
germinacdo das sementes iniciou seis dias apos a semeadura. A plantula é fanerocotiledonar,
epigea e armazenadora (PER), exibindo cotilédones semi fotossintéticos. Diferencas
significativas na taxa germinativa entre os morfotipos foram observadas e também entre as
fitofisionomias. As caracteristicas apresentadas por E. suberosum sdo requisitos necessarios
para seu estabelecimento e desenvolvimento no Cerrado e permitem sua representatividade no
dominio.

Palavras-chave: Cerrado. Heterostilia. Estruturas reprodutivas. Desenvolvimento pds-
seminal.



ABSTRACT

The Cerrado is one of the biodiversity hostspots. In the domain, the genus Erythroxylum is
among the most occurring and Erythroxylum suberosum A. St.-Hil has a wide distribution.
The species exhibit distyly, characteristic gives a variation in the pollen supply and in the
fertilization established among the morphotypes. Thus, the present work was carried out to
evaluate the floral dimorphism of Erythroxylum suberosum in relation to pollen viability,
morphological characteristics of the fruit, seed, germination and initial seedling development
in addition to identify if there is an alteration in the response pattern among physiognomies of
Cerrado. Pollen grains, fruits and seedlings of the two morphotypes were evaluated with the
aid of light microscopy, plus seed germination. The seeds viability produced were conducted
from fruits in maturation different stage. The results demonstrated differences in pollen
viability among the morphotypes and physiognomies. The fruits did not present structural
differences among the studied coloration patterns. Seed germination started six days after
sowing. The seedling is phanerocotylar, epigeal and of reserve (PER), exhibiting semi-
photosynthetic cotyledons. Significant differences in the germination rate among the
morphotypes and physiognomies were found. The characteristics presented by E. suberosum
are necessary requirements for its establishment and development on the Cerrado and allows
its representativeness in the domain.

Keywords: Cerrado. Heterostyly. Reproductive structures. Post-seminal development.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO GERAL

O Cerrado, savana tropical, ocupa 23% do territério nacional, localizando-se nos
estados de Minas Gerais, Goias, Tocantins, Mato Grosso e Mato Grosso do Sul (EITEN,
1972; RATTER et al., 1997). Além da regido central, o Cerrado estende-se ao norte, cobrindo
o sul do Maranhéo, Para e norte do Piaui, a oeste em Rondonia, a leste na Bahia e ao sul em
areas dispersas no estado de S&o Paulo, ocorrendo também na transi¢do com os dominios da
Caatinga, Floresta Amazonica, Floresta Atlantica, Pantanal e Chaco, e em pequenas areas da
Bolivia e Paraguai (EITEN, 1972; RATTER et al., 1997).

O dominio exibe diferentes fitofisionomias, Ribeiro e Walter (2008) enumeraram onze
principais, incluidas em trés formacdes vegetais: formacgdes florestais (Mata Ciliar, Mata de
Galeria, Mata Seca, Cerraddo); formacgdes savanicas (Cerrado sentido restrito, Parque de
Cerrado, Veredas, Palmeiral) e formacBes campestres (Campo Sujo, Campo Limpo, Campo
Rupestre).

E caracterizado por apresentar o clima estacional, com um periodo chuvoso, que dura
de outubro a marco, seguido por um periodo seco, de abril a setembro, apresentando
precipitacdo média anual de 1500 mm e temperaturas amenas ao longo do ano, entre 22°C e
27°C em média (KLINK; MACHADO, 2005). Os remanescentes de Cerrado existentes
desenvolveram-se sobre solos muito antigos, intemperizados, &cidos, deficientes em
nutrientes (distroficos), e com elevadas concentragdes de aluminio (EITEN, 1972;
GOODLAND, 1979). O fogo é um importante fator do dominio (RATTER et al., 1997
LEHMANN et al., 2014) e o solo esta sujeito a um déficit hidrico sazonal nas camadas
superficiais (RIZZINI, 1965; ROSSATTO et al., 2012; ROSSATTO et al., 2014).

Para sobreviver nestas condi¢Oes bastante limitantes, a vegetacdo do Cerrado
apresenta adaptacbes morfoldgicas, anatdmicas e fisiologicas. Dentre as estratégias
adaptativas estdo a forte suberizacdo de troncos, raizes profundas, xilopodios, frutos com
capacidade de protecdo das sementes e grande capacidade de rebrota da copa (RIZZINI, 1965;
RATTER et al., 1997; LADYN; HAY, 1995; LENZA; KLINK, 2006).

O Cerrado é considerado um dos mais importantes hotspots para preservacao
(MYERS et al., 2000), ocupando a posi¢do da mais diversificada savana tropical do mundo
(KLINK; MACHADO, 2005). Cerca de metade dos 2 milhdes de km? originais do dominio

foram transformados em pastagens plantadas, culturas anuais e outros tipos de uso
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(MACHADO et al., 2004), ocorrendo sua destruicdo de forma acelerada. Os remanescentes
contam ainda com os efeitos de borda e contaminacdes biolégicas que acabam competindo
pelo espaco e restringindo a perpetuacdo das espécies por descaracterizar as condicdes
edafoclimaticas. Este fator é fortemente danoso para as areas de Cerrado. Areas muito
perturbadas sdo dominadas por gramineas exdticas e areas muito preservadas recebem
individuos de fisionomias florestais que acabam sufocando as plantas pela competicdo dos
recursos, alterando as condicdes edafoclimaticas e a constituicdo de espécies (PINHEIRO;
DURIGAN, 2009; ALMEIDA et al., 2014). Neste contexto, varias espécies podem estar em
perigo de extingdo sem nem mesmo serem estudadas.

O género Erythroxylum P. Browne esta entre os mais abundantes do Cerrado
(GOODLAND, 1979), apresentando ampla distribuicdo (SOUZA; LORENZI, 2012), sendo
facilmente identificado nas suas diferentes fitofisionomias (ASSUNCAOQ; FELFILI, 2004).
Os representantes do género sdo encontrados nos quatro continentes, principalmente na
América tropical, e estd incluso na familia Erythroxylaceae em conjunto com outros trés:
Aneulophus Benth, Nectaropetalum Engl. e Pinacopodium Exell & Mendonga (DALY, 2004).

Erythroxylum apresenta espécies arbdreas, arbustivas ou subarbustivas, com folhas e
ramos alternos ou opostos. As folhas sdo glabras, inteiras, membranaceas, cartaceas ou
coriaceas e possuem estipulas interpeciolares, persistentes ou caducas, de tamanho e
consisténcia varidvel (AMARAL JR, 1980). As flores sdo mondclinas, diclamideas,
pentameras e apresentam androceu composto por dez estames. O gineceu é stpero, tricarpelar,
trilocular e uniovulado. O fruto € drupoide, apresentando coloracdo que varia do vermelho a
purpura (NAKAMURA, 2003), cuja dispersao € realizada por aves (BITTRICH, 2014).

Uma caracteristica notavel para o género é a heterostilia, quando as flores apresentam
diferencas na sua morfologia, apresentando dois morfotipos: brevistilado (estilete curto) e
longistilado (estilete longo). Essa diferenca morfoldgica entre as flores ocorre também na
morfologia do estigma e do gréo de pélen (GANDERS, 1979; VAZQUEZ-SANTANA et al.,
1996; BARROS, 1998; MACHADO et al., 2010; SILVA et al., 2016), como também nos
frutos e sementes (CONTRERAS; ORNELAS, 1999; VALOIS-CUESTA et al.,, 2011). A
heterostilia € um sistema heteromdrfico de auto-incompatibilidade genética, conhecido em
aproximadamente 28 familias (BARRETT; SHORE, 2008). A reproducdo das especies
heterostilicas ocorre pela polinizacdo cruzada entre os morfotipos, embora cruzamentos
intermorfotipos também possam ocorrer facultativamente (GANDERS, 1979).

Erythroxylum suberosum A. St.-Hil é uma espécie cuja reproducdo s6 ocorre por meio

da polinizacédo entre os morfotipos, segundo Barros (1998). A espécie aparece, ainda, como a
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arvore de mais alto valor médio de importancia (V1) e a segunda mais comum nos Cerrados
nos estudos de Goodland (1979) e destaca-se também nos trabalhos de Felfili et al. (2002)
entre as espécies de maior frequéncia relativa do dominio, mesmo com as pressdes
estabelecidas pelo ambiente. Apresenta uma ampla distribuicdo, ocorrendo nos estados do
Parand, Sao Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais, Espirito Santo, Mato Grosso, Mato Grosso
do Sul, Goiés, Bahia, Alagoas, Amazonas, Acre, Pernambuco, Ceara, Maranhdo, e também no
Paraguai, Bolivia e Venezuela (MENDONCA et al., 1998).

A ampla distribuicdo das espécies provavelmente esta ligada ao sucesso reprodutivo,
que pode estar vinculada & estacdo mais favoravel ao iniciar seu desenvolvimento (AUSIN et
al., 2005). Para a espécie E. suberosum os processos de floracdo e dispersdo das sementes
ocorre na estacdo chuvosa (LENZA; KLINK, 2006), periodo com disponibilidade de agua
superficial, fator que favorece a germinacao.

A germinagdo de sementes envolve uma sequéncia de eventos que inicia com a
embebicdo, intensa respiracao, mobilizacédo e utilizacdo de reservas até o aparecimento da raiz
primaria (BEWLEY; BLACK, 1994). Entretanto, a germinacdo s6 ocorre quando héa
condicdes favoraveis de disponibilidade de agua, luz, temperatura e oxigénio (BEWLEY;
BLACK, 1994; BRANCALION et al., 2010).

Existem inimeros trabalhos de germinacdo, dada a importancia desta fase do ciclo de
vida da planta para a sobrevivéncia das espécies. No entanto, especialmente para plantas
nativas do Cerrado, os estudos precisam ser ampliados. Em funcdo das especificidades
edafoclimaticas estabelecidas nas diferentes fitofisionomias deste bioma, conhecer as
respostas que as espécies apresentam relacionadas a sua sobrevivéncia e estabelecimento em
sitios especificos torna-se fundamental.

A fase inicial do ciclo de vida de um vegetal é um periodo critico, pois apresenta
grande fragilidade estrutural (OLIVEIRA, 1999). Assim, a sobrevivéncia a essa fase €
fundamental para garantir a manutencdo e perpetuacdo da espécie, influenciando toda a
dindmica de regeneracdo (OLIVEIRA, 2000). Para ter sucesso, a plantula depende de fatores
como sua morfologia funcional, pois apds ja instalada, as condigdes e exigéncias do ambiente
é que tomardo o controle do processo de estabelecimento (RESSEL et al., 2004). Neste caso, a
formagéo da semente, a dispersédo e a germinacédo precisam estar sincronizadas com condigdes
ideais para garantir um adequado desenvolvimento pds-seminal.

Os trabalhos sobre o periodo inicial do desenvolvimento das plantas tém merecido
atencdo ha algum tempo, abordando estudos descritivos, morfologicos, anatdmicos,

fisioldgicos, ecoldgicos e evolutivos, como também embasando a sistematica, taxonomia e



15

filogenia, além de fornecer dados para germinagdo e silvicultura (OLIVEIRA, 1993). A
medida que novos estudos sdo apresentados, percebe-se a necessidade de ampliacdo das
pesquisas com espécies do Cerrado voltados a germinacdo e desenvolvimento pos-seminal.
Informacdes bésicas indispensaveis para elaboracdo de propostas de manejo e conservacao de
espécies e unidades de conservagéo.

Dentre os trabalhos sobre germinacdo e desenvolvimento pos-seminal de
Erythroxylum, destacam-se as publicacfes de Chung e Brink (1999) com a propagacdo e
plantio de Erythroxylum coca Lam. e Erythroxylum novogranatense (Morris) Hieron. e Silva
e Silva et al. (2008) com a germinacdo e armazenamento de sementes de coca (Erythroxylum
ligustrinum DC.). Outras publicacGes também envolveram o género, como Rizzini (1976)
com Erythroxylum pruinosum O. E. Schulz e Erythroxylum tortuosum Mart. avaliando a
influéncia da temperatura sobre a germinacdo de sementes de plantas do Cerrado; Salazar et
al. (2011) que analisaram as caracteristicas, dispersdo e dorméncia das sementes, além da
dindmica dos banco de sementes das savanas neotropicais; Duke (1965; 1969) com
Erythroxylum areolatum Vell., que descreveu a morfologia de aproximadamente 200 espécies
florestais e caracterizou as diferentes familias, além de definir termos e citar caracteristicas
relevantes para serem observadas em plantulas e Ressel et al. (2004) com Erythroxylum
deciduum A. St. Hil., que verificaram uma relacdo positiva entre a morfologia das plantulas e
caracteristicas ecoldgicas.

Em funcdo de sua importancia e representatividade nos Cerrados as pesquisas com
Erythroxylum, embora amplas, ainda apresentam lacunas que precisam ser preenchidas com
novos estudos. As repostas reprodutivas para plantas apresentando dimorfismo floral em
termos adaptativos de formacdo de sementes, germinacdo e desenvolvimento pds-seminal
precisam ser ampliados. Diante da intensa exploracdo do Cerrado, cujas areas nativas
encontram-se fragmentadas e reduzidas, sdo fundamentais os trabalhos que enfoquem o
conhecimento da flora.

Os estudos dos grupos representativos do dominio que proporcionam um melhor
entendimento das estratégias tanto vegetativas quanto reprodutivas (BASKIN; BASKIN,
2014) e principalmente, os estudos relacionados as fases iniciais de desenvolvimento podem
contribuir com informac@es consistentes para o conhecimento da dindmica das espécies neste
ambiente (RESSEL et al., 2004). Tudo isso levaria a compreensdo dos processos que regulam
a estabilidade, bem como poderia auxiliar na reconstituicdo e na criagdo de medidas

conservacionistas.
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Considerando-se que Erythroxylum suberosum A. St.-Hil. (Erythroxylaceae) é uma
das espécies mais abundantes do Cerrado, o presente trabalho avaliou e caracterizou nos dois
morfotipos estruturas reprodutivas e vegetativas em estagios iniciais, relacionando com o
ambiente, visando contribuir com o conhecimento anatdmico, morfoldgico, ecologico e
germinativo da espécie. Assim, 0s seguintes objetivos foram propostos:

a) avaliar se o dimorfismo floral de E. suberosum altera a viabilidade polinica,
caracteristicas do fruto e semente em diferentes momentos de maturacdo e suas
respostas fisioldgicas em termos de viabilidade e germinacéo;

b) avaliar se o padrdo de resposta de viabilidade do grdo de pdlen, maturacdo dos
frutos e germinacdo das sementes se alteram em duas fitofisionomias diferentes do
Cerrado;

c) analisar e descrever morfoanatomicamente o desenvolvimento das plantulas de E.
suberosum;

d) avaliar se a espécie, apresenta caracteristicas, na fase inicial, relevantes para o seu

estabelecimento e adaptacdo ao ambiente Cerrado.
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2 CARACTERIZACAO DAS AREAS DE ESTUDO

As coletas foram realizadas em duas fitofisionomias do Cerrado, conforme descritas a

sequir.
2.1 Campo Rupestre

Foram realizadas coletas em duas areas de Campo Rupestre localizadas proximo ao
Parque Florestal Quedas do Rio Bonito, municipio de Lavras, na Mesorregido Campos das
Vertentes, Minas Gerais, sob as coordenadas geograficas 21°19°53.4° S e 44°58°08.2”° W,
com altitude de 1024 m, ¢ 21°20°59,7’ S e 44°59°08,8°> W, com altitude de 1070 (figura 1).
O solo € predominantemente Lit6lico alico e Cambissolo (CURI et al., 1990). O clima da
regido é do tipo Cwb, segundo o mapa da classificacdo de Kdppen para o Brasil, proposto por
Alvares et al. (2013), contendo verdes brandos e invernos secos. A precipitacdo anual média é
de cerca de 1500 mm, com temperatura anual média de 19,6°C (BRASIL, 1992).

Figura 1 - Localizagdo da area de estudo em Campo Rupestre, Lavras, MG.
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2.2 Cerrado sentido restrito

A éarea de Cerrado sentido restrito esta localizada na reserva legal da Fazenda Juliana,
Municipio de Monte Carmelo, Minas Gerais. A area esta situada no Cerrado mineiro a 890 m
de altitude, sob as coordenadas geogréaficas 18°42°25” S e 47°33°33” W (figura 2). O solo, de
acordo com o SiBCS (Sistema Brasileiro de Classificagdo dos Solos) se enquadra na classe
Latossolo Vermelho Distrofico.

De acordo com valores de precipitagdo e temperatura disponibilizados pela Estacéo
Meteoroldgica de Monte Carmelo, a regido apresenta clima sazonal, com duas estacdes bem

definidas, uma com verdo guente e chuvoso, e outra com inverno frio e seco. A temperatura e
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0 indice pluviométrico medio anual sdo de 20,7°C, e 1569,1 mm, respectivamente,
condizendo com o clima do tipo Aw.

Figura 2 - Localizacdo da area de estudo em Cerrado sentido restrito, Monte Carmelo, MG.

Fonte: Google Earth (Imagens obtidas em 03/08/2017).
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Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar se o dimorfismo floral de E. suberosum altera a viabilidade
polinica, as caracteristicas anatémicas do fruto e da semente e a germinacdo. Também foi
avaliado se as fitofisionomias do Cerrado podem afetar os parametros estudados. Pdélens,
frutos de coloracdo verde, laranja e vermelho, e sementes dos dois morfotipos foram
analisados sob microscopia de luz e as respostas de germinagéo e viabilidade das sementes
avaliadas utilizando-se germinadores tipo B.O.D. com temperatura de 25 °C e luz continua. A
viabilidade polinica ndo diferiu entre os morfotipos no Cerrado sentido restrito. No Campo
Rupestre, o morfotipo brevistilado exibiu alta porcentagem de pélens inviaveis. Ndo foram
observadas diferencas anatomicas entre os morfotipos e nem entre as diferentes coloragdes
dos frutos avaliados. No Cerrado sentido restrito, observaram-se taxas de germinacdo acima
de 80%. No Campo Rupestre a maior porcentagem de germinacdo foi de 39%. As
caracteristicas analisadas permitem concluir que no Cerrado sentido restrito o nimero de
grdos de polen viaveis foi maior para flores brevistiladas e as sementes apresentaram maior
uniformidade de resposta de germinacdo neste morfotipo, refletindo em altas taxas
germinativas. Respostas que contrastam com as caracteristicas do Campo Rupestre.

Palavras-chave: Heterostilia, estruturas reprodutivas, germinacao, polen.

Abstract

The objective in this study was to evaluate if the floral dimorphism of E. suberosum alters the
pollen viability, the anatomical characteristics of the fruit, seed and germination. It was also
evaluated if the physiognomies of Cerrado can affect the studied parameters. Pollen, fruits of
green, orange and red coloring, and seeds of the two morphotypes were analyzed under light
microscopy and the germination and viability responses of the seeds evaluated using germinators
type B.O.D with temperature 25 °C and continuous light. The pollen viability did not differ among
the morphotypes in the Cerrado sensu stricto. In the Rupestrian Field, the thrum morphotype
showed a high percentage of nonviable pollen. No anatomical differences were observed among
the morphotypes and nor among the different colorations of the evaluated fruits. In the Cerrado
sensu stricto, germination rates over 80% were observed. In the Rupestrian Field the highest
germination percentage was 39%. The analyzed characteristics allow to conclude that in the
Cerrado sensu stricto the number of viable pollen grains was higher for thrum flowers and the
seeds showed a higher uniformity of germination response in this morphotype, reflecting in high
germination rates. Answers that contrast with the characteristics of the Rupestrian Field.

Keywords: Heterostyly, reproductive structures, germination, pollen.
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Introducéo

O Cerrado é um dos hostspots mundiais de biodiversidade (Myers et al. 2000) e esta
ameacado devido a pressdo causada pela expansdo das fronteiras agricolas e a intensa
atividade antrépica em seus dominios. Cerca de 80% de sua area original esta ocupada com
pastagens, culturas anuais e perenes, ou simplesmente degradada sem utilidade agricola
(Machado et al. 2004) em funcéo de préticas de manejo inadequado. A remocao da vegetacdo
nativa e o uso inadequado contribuiram para constituicdo de solos mais frageis, compactados
e erodidos, com a presenca de espécies exoticas. Estas contribuem para alteracdes nos regimes
de queimadas, desequilibrios no ciclo do carbono e possivelmente modificacGes
microclimaticas regionais (Klink & Machado 2005).

Ainda assim, e diante das caracteristicas marcantes do dominio Cerrado como a
sazonalidade na temperatura e precipitacdo, definindo dois periodos climaticos distintos: um
quente e umido e outro frio e seco (Eiten 1972) e o solo sujeito a déficit hidrico nas camadas
superficiais (Rizzini 1965), os remanescentes do Cerrado preservam uma grande diversidade
de espécies vegetais (Ratter et al. 1997).

Nos estudos de Felfili et al. (2002) que apresentam as espécies de maior frequéncia
relativa do Cerrado, Erythroxylum suberosum A. St.-Hil (Erythroxylaceae) se destaca. A
espécie aparece também nos trabalhos de fitossociologia de Goodland (1979), a qual
apresenta o mais alto valor médio de importancia (\V1), dentre as espécies do dominio.

O género Erythroxylum apresenta a heterostilia como uma caracteristica reprodutiva
marcante, em que ocorre um tipo de polimorfismo floral, controlado geneticamente,
representado pela formacéo de dois (distilia) ou trés (tristilia) tipos florais. Este, geralmente,
acompanhado de um sistema de heteromoérfico de auto-incompatibilidade que impede a auto
fecundacdo (Barret 1990). O género Erythroxylum apresenta flores hermafroditas de dois
morfotipos estabelecidos em plantas catalogadas como brevistiladas e longistiladas, com
estilete curto e filete longo, e estilete longo e filete curto, respectivamente (Darwin 1877;
Vuilleumier 1967; Ganders 1979).

A variagdo morfoldgica das flores é também observada na morfologia do estigma e do
grdo de polen, na quantidade e tamanho dos graos (Darwin 1877; Vuilleumier 1967; Ganders
1979; Barros 1998; Machado et al. 2010; Silva et al. 2016), como também na morfologia de
frutos e sementes (Contreras & Ornelas 1999; Valois-Cuesta et al. 2011).

Barros (1998) ao avaliar os sistemas reprodutivos e a polinizacdo em Erythroxylum
campestre A. St.-Hil, Erythroxylum suberosum A. St.-Hil e Erythroxylum tortuosum Mart.,

sugere que o dimorfismo floral promove o fluxo de pdlen, incrementa a polinizacéo, além de
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atuar como uma barreira para a autofertilizacdo das espécies. Estudos com Erythroxylum
havanense Jacq. enfocam a esterilidade masculina em plantas que apresentam flores
brevistiladas, demonstrando que a espécie pode estar evoluindo para a dioicia (Vazquez-
Santana et al.1996; Avila-Sakar & Dominguez 2000; Cuevas et al. 2005; Dominguez et al.
1997; Rosas & Dominguez 2009; Rosas et al. 2005).

Del-Carlo & Buzato (2006) ao estudarem o grau de esterilidade masculina em E.
suberosum observam que ndo ha diferenca de sucesso reprodutivo entre os morfotipos
brevistilado e logistilado. Resposta corroborada por Silva et al. (2016) que sugerem a distilia
como um carater estavel na espécie.

Os gréos de pdlen sdo essenciais para a formacdo da semente, assim, avaliar a
viabilidade polinica se torna de grande interesse para os estudos de biologia da polinizagéo,
armazenamento, interacdo pdlen-estigma, incompatibilidade, fertilidade, avaliacdo da
germinabilidade dos graos, disperséo e fluxo de genes (Dafni & Firmage 2000). Pacini et al.
(1997) descrevem que a viabilidade polinica altera de acordo com a polinizacdo, entomofila
ou anemofila, entretanto outros fatores também devem ser considerados, tais como: forma de
vida, expressdo sexual, nimero de individuos na area e o teor de hidratacdo ou desidratacdo
dos gréos.

Em relacdo a semente, dois comportamentos podem ser observados: as ortodoxas, em
que ha reducdo consideravel do teor de agua, e as recalcitrantes, em que o teor de agua
mantém-se elevado (Bewley et al. 2013). Assim, as sementes recalcitrantes em um ambiente
com umidade e luz adequadas, culminam rapidamente com o processo germinativo (Davide et
al. 2003). A dispersdo de E. suberosum ocorre na estacdo chuvosa (Lenza & Klink 2006),
periodo adequado a germinacdo. Janzen (1967) descreve que a selecdo natural favorece as
espécies que produzem frutos quando as condicBes sdo propicias a sua dispersdo e posterior
estabelecimento das plantulas.

As descricdes morfofisioldgicas dos 6rgdos reprodutivos proporcionam um melhor
entendimento das respostas adaptativas, reprodutivas e evolutivas das espécies (Baskin &
Baskin 2014). Este conhecimento pode contribuir para o estabelecimento de estratégias de
conservacao e preservacgao das espécies.

Dessa forma, o objetivo da pesquisa foi avaliar se o dimorfismo floral de
Erythroxylum suberosum A. St.-Hil altera a viabilidade polinica, caracteristicas morfologicas
do fruto e da semente em diferentes momentos da maturacdo e suas repostas fisiologicas em
termos de viabilidade e germinagdo. Além disso, avaliar se estes pardmetros sdo alterados

quando avaliados em duas fitofisionomias do Cerrado.
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Material e métodos
1. Espécie selecionada e local de coleta

Foram coletados primérdios de botbes florais, flores e frutos em diferentes estadios de
maturacéo, estes caracterizados pela coloracéo do pericarpo: verde (inicio de maturacdo), laranja
(imaturo) e vermelho (maturo), para extracdo de sementes de Erythroxylum suberosum A. St.-Hil.

As coletas foram efetuadas em duas fitofisionomias de Cerrado. A primeira area de
coleta estabelecida consistiu de duas areas de Campo Rupestre, localizadas proximas ao Parque
Florestal Quedas do Rio Bonito, municipio de Lavras, na Mesorregido Campos das Vertentes,
Minas Gerais, sob as coordenadas geograficas 21°19°53.4” S e 44°58°08.2°> W, com altitude
de 1024 m, e 21°20°59,7” S e 44°59°08,8>> W, com altitude de 1070 m. O solo é
predominantemente Litolico alico e Cambissolo (Curi et al. 1990). O clima da regido ¢ do tipo
Cwb, segundo o mapa da classificacdo de Kdppen para o Brasil, proposto por Alvares et al.
(2013), contendo verdes brandos e invernos secos. A precipitacdo anual média é de cerca de
1500 mm, com temperatura anual média de 19,6°C (Brasil 1992). A Figura 1 exibe o
climograma para os anos de 2015 a 2016, com dados oriundos da estacdo Meteoroldgica de

Lavras (a mais proxima da area de estudo).

Figura 1 - Climograma do Municipio de Lavras — MG, para o periodo de janeiro de 2015 a

dezembro de 2016.
500 30
[ Precipitagéo
—@— Temperatura
400 [ 20
(=
E -
-ED- 300 A g
S ] 1 £
® B F15
o =
8 20071 o — S
= F10 &
2 €
3 P
O 100 A
5
O T lTl T 1 H T T T T T 'T’ T I-I—| '_I1 T 1 O

©
N NN N NTNN NN NN N NN N N
SISV LT LIRSV ST
PRLITEI TP LTI ICLITLEYTIPo ST

Tempo (meses)
Fonte: Estacdo Meteoroldgica de Lavras (Dados obtidos em 2017).
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A segunda area de coleta foi estabelecida em uma area de Cerrado sentido restrito,
localizado na reserva legal da Fazenda Juliana, Municipio de Monte Carmelo, Minas Gerais. A
area esta situada no Cerrado mineiro a 890 m de altitude, sob as coordenadas geograficas
18°42°25” S e 47°33’33” W. O solo, de acordo com o SiBCS (Sistema Brasileiro de
Classificacdo dos Solos) se enquadra na classe Latossolo VVermelho Distréfico.

De acordo com valores de precipitagédo e temperatura disponibilizados pela Estagéo
Meteorologica de Monte Carmelo, a regido apresenta clima sazonal, com duas estacées bem
definidas, uma com verdo guente e chuvoso, e outra com inverno frio e seco. A temperatura e
0 indice pluviométrico medio anual sdo de 20,7°C, e 1569,1 mm, respectivamente,
condizendo com o clima do tipo Aw. A Figura 2 exibe o climograma para os anos de 2015 a
2016, com dados oriundos da estacdo Meteoroldgica de Monte Carmelo (a mais proxima da

area de estudo).

Figura 2 - Climograma do Municipio de Monte Carmelo - MG, para o periodo de janeiro de

2015 a dezembro de 2016.
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Em cada uma das areas, os individuos de Erythroxylum suberosum foram identificados
e diferenciados em campo, na fase de floracdo, entre os dois morfotipos (brevistilado e
longistilado). Ramos férteis foram coletados e herborizados. Exsicatas de material coletado
foram depositadas no Herbario ESAL (Herbario do Departamento de Biologia da
Universidade Federal de Lavras, Lavras - MG) sob os registros 27323 e 27324.

As coletas de material vegetal foram realizadas observando o maior nimero de plantas
possivel e respeitando o minimo de 12 plantas com distancia superior a 50 metros entre 0s

individuos.

2. Procedimentos experimentais
2.1. Viabilidade Polinica

Para avaliar a viabilidade do polen, foram analisadas amostras de flores em antese
coletadas em Campo Rupestre e Cerrado sentido restrito, nos meses de setembro e outubro de
2016. As analises foram conduzidas por meio da técnica de coloracdo do protoplasma em
solucdo de Alexander (Alexander 1980). As amostras foram coletadas pela manha e
consistiram de cinco flores com coloracdo creme, de cinco plantas dos morfotipos brevi e
longistilados, totalizando 25 flores por morfotipo. A partir da homogeneizacdo das coletas de
cada morfotipo foram confeccionadas cinco laminas semi-permanentes para proceder a
contagem dos grdos de polen vidveis. Em cada Iamina foram contabilizados 200 poélens, sob
objetiva de aumento de 40X. A viabilidade foi estabelecida, considerado-se 0s grdos de pélen
corados de purpura e a inviabilidade para aqueles corados em verde ou sem coloracdo. Os

valores foram expressos pela porcentagem das médias.

2.2. Pericarpo e Semente

Para verificar a anatomia do pericarpo e do embrido, foram estabelecidas coletas de
frutos em fase de maturacdo, considerando-se a coloracdo do pericarpo: verde (inicio de
maturagdo), laranja (imaturo) e vermelho (maturo), todos com o tamanho final do fruto ja
alcancados. Os frutos foram coletados separadamente para os dois morfotipos, fixados em
solucgéo de Karnovsky (Karnovsky 1965) e conservados em etanol 70% (Johansen 1940). Para
a producdo de laminas permanentes, amostras dos frutos foram desidratadas em série etilica,
infiltradas e incluidas em hidroxietilmetacrilato Leica®. O material foi seccionado em séries
transversais com cerca de 5 um em micrétomo de deslize, coradas com azul de toluidina
(OBrien et al. 1964) e montadas em verniz vitral incolor Acrilex®, seguindo as técnicas

propostas por Paiva et al. (2006). O laminario produzido foi examinado em microscopio de



30

luz (LM) e as imagens foram registradas com auxilio de microscépio trinocular (Zeiss Lab.
Al) acoplado ao capturador de imagens (AxioCamERCc5s).

2.3. Grau de umidade das sementes

O beneficiamento consistiu na retirada da parte carnosa do pericarpo procedendo-se a
maceracdo dos frutos em peneira sob &gua corrente. Posteriormente as sementes foram
colocadas em becker com agua, isolando-se as sementes sobrenadantes (sementes predadas e
com auséncia de embrido viavel). As coletas e o beneficiamento foram individualizados para
cada coloracdo do pericarpo e constituiram trés lotes de semente caracterizadas como verde
(inicio de maturacéo), laranja (imaturo) e vermelho (maturo).

O procedimento foi estabelecido para cada morfotipo e areas de coleta: Campo
Rupestre e Cerrado sentido restrito. Neste estudo, optou-se por chamar de semente o conjunto
formado pela semente acrescida do pirénio, uma vez que a retirada da Gltima era inviavel. As
sementes beneficiadas foram colocadas em papel filtro para eliminar o excesso de agua.

O grau de umidade foi determinado pela secagem do material em estufa a 105° por 24
horas (Brasil 2009), com quatro repeticdes de 2 g de sementes, pesadas em balanca de
precisdo. Os resultados foram calculados com base no peso das sementes Umidas e sementes

Secas.

2.4. Capacidade de germinacéo

Nos meses de dezembro de 2015 e janeiro de 2016, frutos em diferentes estadios de
maturacdo apresentando coloragdo verde (inicio de maturacdo), laranja (imaturo) e vermelho
(maturo) foram coletados em Campo Rupestre e Cerrado sentido restrito. O beneficiamento e
constituicdo dos lotes de sementes seguiram os mesmos procedimentos utilizados para o
experimento de grau de umidade das sementes.

Montou-se o0 ensaio de germinacdo segundo Brasil (2009), com cinco repeti¢des de 20
sementes. As sementes foram colocadas em gerbox transparente forrado com dupla folha de
papel filtro e umedecido com agua destilada. O experimento foi conduzido no Laboratério de
Sementes Florestais da Universidade Federal de Lavras (UFLA), MG, em germinadores do
tipo B.O.D. sob temperatura constante de 25° C (Brancalion et al. 2010) e luz continua
estabelecida com lampadas fluorescentes e também no Laboratério de Pesquisa em Anatomia,
Sistematica e Fisiologia Vegetal (LASEV) da Universidade Federal de Uberlandia (UFU),
Campus de Monte Carmelo, MG, com as mesmas caracteristicas. Os tratamentos foram

monitorados diariamente (procedimento desenvolvido em Lavras-MG) e semanalmente
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(procedimento desenvolvido em Monte Carmelo-MG). As sementes consideradas germinadas,
com emissdo de raiz primaria e com curvatura geotropica, foram removidas e transferidas
para bandeja com areia.

O monitoramento dos experimentos ocorreu por 30 dias e 0 numero de sementes
germinadas para cada tratamento foi anotado. Durante o periodo, realizou-se o
reumedecimento do substrato com &gua destilada, quando necessario.

Ao final, foram calculados as porcentagens de germinacdo e o indice de velocidade de

germinacdo (IVG) de cada tratamento, segundo Labouriau & Agudo (1987).

2.5. Teste de Tetrazdlio

Aplicou-se o0 teste de tetrazolio para determinar a viabilidade das sementes néo
germinadas segundo Brasil (2009) para o tratamento envolvendo sementes provenientes de
frutos vermelhos, do Campo Rupestre. Realizou-se um corte longitudinal nas sementes para
exposicao dos tecidos do embrido, e logo apds foram colocadas em solucdo de tetrazdlio.
Aquelas que tiveram reacdo positiva ao tetrazélio foram consideradas viaveis, as que nédo
reagiram, mortas e outras por nao apresentarem contetdo, foram contabilizadas como vazias.
Os resultados foram apresentados em porcentagem. Para as sementes ndo germinadas nos
ensaios do Cerrado sentido restrito ndo foram aplicados o teste, pois ao final dos 30 dias as

sementes ndo germinadas apresentavam-se deterioradas.

2.6. Analises estatisticas

Os resultados foram avaliados pelo teste de Shapiro-Wilk e seguindo uma normal,
foram submetidos & Analise de Variancia. Para Viabilidade Polinica, as médias foram
comparadas pelo Teste t de Student e para os tratamentos de Grau de umidade, IVG e Taxa de
Germinacdo aplicou-se Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC) em esquema fatorial
com 2 fatores (morfotipo e maturacdo) e Teste de média Scott-Knott, todos com nivel de
significancia de 5%. As analises foram realizadas no software estatistico SISVAR (Ferreira
2011).

Resultados
1. Viabilidade Polinica

Para os grdos de polen de Erythroxylum suberosum avaliados para coletas realizadas
Cerrado sentido restrito, os pdlens provenientes de flores brevistiladas e longistiladas

exibiram 70,18% e 58,60% de média de viabilidade, respectivamente, ndo havendo diferenca
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significativa entre os morfotipos. No Campo Rupestre foram observadas médias de
viabilidade polinica de 38,60% para flores brevistiladas e para as longistiladas, 58,80%.
Houve diferenca significativa (P<0,05) entre os morfotipos. E possivel verificar que a
viabilidade do polen provenientes de flores do morfotipo longistilado de Cerrado sentido
restrito e Campo Rupestre exibiram médias bem proximas (figura 3) e que polens
provenientes de flores brevistiladas apresentaram maior viabilidade na éarea de Cerrado

sentido restrito.

Figura 3 - Médias (%) dos grdos de polen viaveis dos morfotipos brevistilado e longistilado de
Erythroxylum suberosum de Campo Rupestre e Cerrado sentido restrito. (Barras:
desvio padréo).
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2 - Morfologia e Anatomia do Pericarpo e Semente

O pericarpo de E. suberosum (figuras 4A-F) apresenta exocarpo uni (figura 4C) a
multisseriado (figuras 4 A, B, D-F), com presenca de cuticula. O mesocarpo pode ser dividido
em trés regides: mesocarpo externo, médio e interno (figura 4A-F). O mesocarpo externo
(figura 4A-F) é formado por uma camada de células alongadas radialmente de tamanho
avantajado e citoplasma de conteudo granular, com capacidade meristematica que
acrescentam células ao mesocarpo médio. O mesocarpo médio (figura 4A-F) é formado por
células parenquimaticas tipicas de paredes delgadas e formato alongado radialmente a
isodiamétrico, este de tamanhos variados, maiores externamente e menores junto ao
mesocarpo interno. Os feixes vasculares sdo observados nessa porcéo interna do mesocarpo

médio. O mesocarpo interno (figura 4A-F) é constituido por esclereides, que envolvem os trés
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I6culos do gineceu, um fértil e dois inférteis, juntamente com o endocarpo, este exibe apenas
uma camada de células de parede lignificada.

A semente é bitegumentada, albuminosa, com endosperma rico em amido e possui
embrido axial, verde, com o eixo hipocotilo-radicula curto (figura 4G-H). Os cotilédones sdo
carnosos, com reserva de amido (figura 41-J).

Diferencas anatdmicas no pericarpo e na semente dos morfotipos brevistilado e
longistilado ndo sdo observadas, e nem entre frutos de diferentes estdgios de maturacdo

caracterizadas pela coloracéo verde, laranja e vermelho.
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Figura 4 - SeccOes transversais do fruto de Erythroxylum suberosum. A, B, C - Fruto do
morfotipo brevistilado, verde, laranja e vermelho, respectivamente. D, E, F - Fruto
morfotipo longistilado, verde, laranja e vermelho. G, H - Fruto dos morfotipos
brevistilado e longistilado. I-J: Detalhe dos cotilédones do embrido dos morfotipos
longistilado e brevistilado. (ed: endosperma, em: embrido, ex: exocarpo, li: l6culo
infértil, me: mesocarpo externo, mi: mesocarpo interno, mm: mesocarpo médio).

: 50 um (A-F, 1-J) e Imm (G-H).
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3. Grau de umidade

Houve interacdo significativa (P<0,05) em relacdo ao grau de umidade entre os dois
morfotipos, brevistilado e longistilado e maturagdo em E. suberosum de ambas
fitofisionomias de coleta.

As sementes coletadas no Campo Rupestre e Cerrado sentido restrito dos dois

morfotipos, obtidas dos frutos vermelhos apresentaram os menores graus de umidade (figura
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de umidade da semente no inicio da dispersdo (fruto de coloracdo vermelha) variou
% (Campo Rupestre) a 73,6 (Cerrado sentido restrito).

Grau de umidade das sementes oriundas dos morfotipos brevistilado e longistilado
de Erythroxylum suberosum em trés estagios de maturacdo, avaliadas em Campo
Rupestre e Cerrado sentido restrito. Letras mailsculas indicam maturagdo e
minusculas morfotipo.
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4. Germinagao de sementes

A germinagdo das sementes de E. suberosum iniciou no sexto dia, em ambas
fitofisionomias avaliadas.

Para a Taxa de Germinacdo de sementes de E. suberosum avaliadas em Campo
Rupestre, ndo houve diferenca significativa entre as fases de maturacdo dos frutos verde,
laranja e vermelho, mas a diferenca foi significativa (P<0,05) entre os morfotipos, sendo que
o longistilado exibiu uma maior taxa (figura 6).

Ja para a Taxa de Germinacdo de sementes avaliadas em Cerrado sentido restrito
houve diferenca significativa (P<0,05) entre as médias dos dois morfotipos, e também entre
frutos de coloracéo verde, laranja e vermelho (figura 6). O morfotipo brevistilado apresentou
0 maior indice de germinacdo, e as maiores médias de sementes germinadas foram
provenientes dos frutos laranja e vermelho. No morfotipo longistilado, o maior indice

germinativo foi da fase de maturacdo do fruto vermelho.

Figura 6 - Taxa de germinacdo dos dois morfotipos (brevistilado e longistilado) e das
diferentes fases de maturacdo (verde, laranja e vermelho) de E. suberosum
avaliadas em Campo Rupestre e Cerrado sentido restrito. Letras maidsculas
indicam maturacdo e minusculas morfotipo. (Continua)
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Figura 6 - Taxa de germinacdo dos dois morfotipos (brevistilado e longistilado) e das
diferentes fases de maturacdo (verde, laranja e vermelho) de E. suberosum

avaliadas em Campo Rupestre e Cerrado sentido restrito. Letras maiusculas
indicam maturacéo e minusculas morfotipo.
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Para o Indice de Velocidade de Germinacdo (IVG) de E. suberosum avaliado em
Campo Rupestre, ndo foram detectadas diferencas significativas entre os morfotipos, e nem
entre os frutos de diferentes coloragdes (figura 7).

Figura 7 - indice de Velocidade de Germinag&o dos morfotipos brevistilado e longistilado e das
diferentes fases de maturacédo (verde, laranja e vermelho) de E. suberosum avaliadas
em Campo Rupestre. Letras mailsculas indicam maturacdo e mindsculas morfotipo.
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5. Teste do Tetrazolio

As sementes ndo germinadas provenientes de frutos vermelhos colhidas no Campo
Rupestre, foram analisadas posteriormente, sendo verificadas a porcentagem de sementes
vazias, mortas e viaveis (tabela 1). E importante ressaltar que inicialmente, as sementes que
boiaram durante o processo de despolpa, foram retiradas do experimento, e ainda assim, foi
encontrado um numero relativamente alto de auséncia de embrido. Observa-se que, mesmo
somando as sementes viaveis ndo germinadas com as germinadas, o potencial para
germinacdo do lote de sementes produzidas no Campo Rupestre de 2015/2016 foi de

aproximadamente 50%.

Tabela 1 - Porcentagem de sementes dos morfotipos brevistilado e longistilado de E.
suberosum (Campo Rupestre) que ndo germinaram e foram submetidas ao teste
de Tetrazolio.

Sementes
Morfotipo nao Sementes Sementes Sementes
germinadas vazias mortas viaveis
Brevistilado 74 27 (36,48%) 35 (47,29%) 12 (16,21%)
Longistilado 61 15 (24,59%) 37 (60,65%) 9 (14,75%)

Discussao

Os resultados permitiram verificar uma grande quantidade de grdos de pélen inviaveis
no morfotipo brevistilado de Erythroxylum suberosum, para coletas provenientes de Campo
Rupestre. Ja as coletas provenientes do Cerrado sentido restrito ndo apresentaram diferenca
significativa no namero de pélens viaveis entre os morfotipos. Outro dado intrigante foi que a
porcentagem de poélens viaveis do morfotipo longistilado se manteve semelhante entre as
localidades e a diferenca ocorreu somente no brevistilado.

Assim, como observado em E. suberosum para coletas de Campo Rupestre, Vazquez-
Santana et al. (1996) também relataram grande quantidade de grdos de pélens inviaveis no
morfotipo brevistilado em E. havanense, relacionando o fato a perda de fertilidade masculina
neste morfotipo. Para a espécie estudada, acredita-se que a ocorréncia de uma maior ou menor
taxa de polens invidveis em cada morfotipo variou de acordo com as fitofisionomias em que a
planta se desenvolveu. O morfotipo brevistilado evidenciou ser mais afetado por apresentar
uma menor producéo de gréos de polen quando comparado ao longistilado (Barros 1998).

Futuyma (2002) afirmou que qualquer caracteristica do ambiente, fisica ou biologica,
que atua sobre os individuos de uma determinada espécie pode afetar seu curso de adaptacéo.
Estas variagbes sdo muito marcantes em ambientes de Cerrado onde predominam

sazonalidade edafoclimaticas (Eiten 1972) e mesmo assim € um dos biomas mais ricos em
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espécies vegetais, demonstrando adaptacdo das espécies (Ratter et al. 1997; Klink & Machado
2005).

Em relacdo aos frutos, considerando as caracteristicas anatbmicas, ndo € possivel
distinguir entre os dois morfotipos da espécie, entretanto, a distingdo se torna possivel pelo
formato curto arredondado no morfotipo brevistilado e alongado no longistilado (dados néo
publicados). O fruto é drupoide conforme descri¢do de Barroso et al. (1999) e apresenta trés
I6culos, um fertil e dois inférteis. A Unica semente € albuminosa e possui um embrido verde, o
qual, de acordo com Baskin & Baskin (2014) se desenvolve de frutos planos, cilindricos ou
arredondados, como observado para a espécie.

O menor teor de agua contido nas sementes de E. suberosum foi verificado em frutos
vermelhos, em ambas as localidades, porém, com grau de umidade superior para sementes
provenientes do Cerrado sentido restrito. Esses dados estdo de acordo com Castro et al.
(2004) que ressaltaram que o processo de maturagdo de frutos caracteriza-se pela diminuicao
da &gua, a qual é substituida nas células por matéria seca. O elevado grau de umidade das
sementes na fase final de maturacdo de E. suberosum, a pronta germinacdo ao serem
semeadas sem passar por dessecacdo evidenciados nesta pesquisa e o fato de serem dispersas
durante a estacdo de chuvas (Lenza & Klink 2006) sdo bons indicativos de que as sementes da
espécie apresentam algum nivel de recalcitrancia.

Salazar et al. (2011) também relataram um alto grau de umidade nas sementes de E.
suberosum, em torno de 66,14%. Segundo o mesmo autor, o periodo de dispersao das
sementes tem efeito significativo no grau de umidade das mesmas. Esse grau de umidade
pode ser explicado pelo maior periodo de se manterem atraentes aos dispersores (Batalha &
Mantovani 2000). Ausin et al. (2005) afirmaram que a luz e a temperatura, assim como a
disponibilidade de nutrientes e agua sdo relevantes em termos de selecdo para iniciar o
desenvolvimento reprodutivo, e assim alcancar o sucesso. Alem deste estudo, o de Lenza &
Klink (2006) e Pirani et al. (2009) sugeriram a precipitagdo como um fator marcante para a
producéo e dispersdo de frutos zoocdricos das plantas de Cerrado.

O alto grau de umidade das sementes da espécie é caracteristico de sementes
recalcitrantes. Segundo Carvalho & Nakagawa (2000), sementes recalcitrantes ndo toleram
dessecagdo acentuada durante a maturacéo, sendo dispersas com elevado grau de umidade e
assim, permanecem metabolicamente ativas, podendo germinar logo apds ou até antes da
dispersdo. Silva et al. (2008) ao avaliarem o armazenamento de sementes de Erythroxylum

ligustrinum DC., concluiram que sdo recalcitrantes. Apesar do alto indice de umidade, Salazar



40

et al. (2011) relataram que E. suberosum exibiu uma alta longevidade estimada de suas
sementes, podendo permanecer vidveis no ambiente por meses.

Os frutos de E. suberosum, nas areas avaliadas, sdo dispersos durante a estacdo das
chuvas e apresentam alto teor de umidade ao serem dispersos. A presenca do embrido
clorofilado é caracteristica de sementes que apresentam sensibilidade a dessecacdo excessiva.
Desta forma, a possibilidade de permanéncia da semente sem germinacdo e viavel no
ambiente seria minima.

A germinacdo de E. suberosum iniciou em seis dias, um processo rapido de acordo
com a classificacdo de Ng (1978) que separa as espécies pela velocidade de germinacdo em
trés categorias: rapida, intermediéria e tardia. A rapida germinacdo é um indicativo que as
sementes da espécie ndo apresentam dorméncia, ou esta foi quebrada num curto periodo de
tempo (Ng 1978). Neste trabalho fica claro que a germinacdo da espécie ocorre em um
periodo muito curto e aparentemente ndo exibem dorméncia ao serem dispersas.

No entanto, Salazar et al. (2011) relataram a presenca de dorméncia morfofisiol6gica
para E. suberosum, destacando também o tegumento permedvel, com o embrido pouco
desenvolvido, levando 30 dias ou mais para germinar. JA Baskin & Baskin (2014)
relacionaram as sementes de Erythroxylum pruinosum O. E. Schulz e Erythroxylum tortuosum
Mart. como apresentando dorméncia fisioldgica. A respectiva classificagdo ocorreu através do
trabalho de Rizzini (1976) que verificou a germinacao de espécies do Cerrado.

Nesse trabalho, retiramos o pericarpo carnoso, permanecendo apenas 0 pirénio (parte
lenhosa), assim, a semente embebeu mais rapido, e provavelmente por esse motivo a
germinacdo ocorreu de forma mais acelerada. Os resultados observados nesta pesquisa
permitem sugerir que ao iniciar a dispersdo apresentando niveis de umidade acima de 50%
ndo se verifica dorméncia, assim, as sementes germinam prontamente ao encontrar condigdes
favoréaveis, contrastando com os resultados apresentados por Salazar et al. (2011).

Apesar dos maiores indices de germinacdo serem provenientes das sementes oriundas
de frutos vermelhos e laranjas, verifica-se capacidade de germinacdo, embora baixa, em
sementes extraidas do fruto com coloragdo verde. Segundo Carvalho & Nakagawa (2000)
sementes que ndo concluiram a maturacdo completa também podem germinar, porém, a taxa
germinativa € menor. O aspecto morfoldgico do fruto, como a coloragdo, tem sido utilizado
para diversas culturas e espécies nativas brasileiras (Pind-Rodrigues & Aguiar 1993)
relacionando com o ponto de maturidade fisiol6gica, em que a semente atinge 0 maximo

poder germinativo. No presente estudo, observa-se que para ambos 0s morfotipos néo
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ocorreram alteracbes anatbmicas distintas no fruto e semente na fase de maturagéo coletada
com a separacao apenas pela coloragéo do fruto.

Ao comparar a germinacao em relacéo aos dois morfotipos, verifica-se que para a area
de Campo Rupestre, o morfotipo longistilado apresentou maior indice de germinacéo, ja para
sementes colhidas em Cerrado sentido restrito, 0 maior indice de germinagdo foi observado
para o brevistilado. N&o foi possivel concluir o motivo da inversdo entre as duas
fitofisionomias.

Existem relatos de diferencas nas taxas germinativas de espécies heterostilicas a
exemplo de Lythrum salicaria, uma espécie tristilica (Anderson & Ascher 2000). Estes
autores relataram que, para a espécie, houve maior taxa germinativa no morfotipo
brevistilado, sendo significativamente diferente dos medistilado e longistilado. Anderson e
Ascher (2000) relacionaram a resposta a uma provavel compensacéo de fecundidade reduzida
no morfotipo brevistilado, devido a menor producdo de sementes, quando comparado aos
outros dois e também & menor frequéncia do morfotipo brevistilado nas populag¢ées. Contudo,
outros resultados também foram encontrados para a espécie L. salicaria em que a maior taxa
germinativa de sementes ocorreu no morfotipo medistilado (Nichols 1987).

Analisando a germinacdo de E. suberosum das diferentes fitofisionomias, € possivel
verificar que ocorreu um maior indice de germinacdo das sementes no Cerrado sentido
restrito, nos dois morfotipos. De acordo com Baskin & Baskin (2014) a genética e o ambiente
da planta mée durante o periodo de maturacdo das sementes, sdo fatores que controlam a taxa
germinativa, entretanto, eles ndo atuam independentemente. O Campo Rupestre de acordo
com Walter & Ribeiro (2008) é caracterizado por apresentar dias quentes e noites frias,
acredita-se que a baixa taxa germinativa nesta fitofisionomia foi devido a auséncia de
alternancia de temperatura.

Em conclusdo, verificamos que houve diferenca em termos de viabilidade polinica no
morfotipo brevistilado entre as duas fitofisionomias. Em ambas fitofisionomias a porcentagem
de pdlens viaveis do morfotipo longistilado se manteve proximo a 60%.

As caracteristicas anatdbmicas de frutos e sementes foram mantidas entre 0s
morfotipos, embora seja possivel a identificacdo pelo formato do fruto: fruto do morfotipo
longistilado ¢ longilineo enquanto que o brevistilado é curto arredondado.

Quanto as respostas de germinacdo a 25°C e na presenca de luz, o Cerrado sentido
restrito exibiu alta taxa germinativa, ja no Campo Rupestre, verificou-se que a esta taxa foi
baixa. As diferencas na germinagdo apresentadas por E. suberosum ajudam a caracterizar

fisionomicamente o Cerrado.
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Anexos

Tabela 1 - Valores do teste de Shapiro-Wilk (normalidade) para dados de grau de umidade, n°
de gréos de pdlen viaveis (%) e IVG.

Shapiro-Wilk
Tratamentos n W Valor p
Umidade 24 0,96797 0,6174 (NS)
Gréo de Pdlen Campo Rupestre 10 0,95629 0,7429 (NS)
Gréo de Polen Cerrado sentido restrito 10 0,90979 0,2796 (NS)
IVG 30 0,94582 0,1305 (NS)

NS: Teste néo significativo a 5% de probabilidade. Normalidade dos dados.

Tabela 2 - Proporc¢éo de gréos de polen viaveis entre os morfotipos brevistilado e longistilado
de E. suberosum de Campo Rupestre e Cerrado sentido restrito. Estatistica
descritiva e teste t de Student.

. - Desvio Teste t
0,
Variavel Morfo Média (%) Padrio (%) Valor p
E. suberosum Cerrado Breve 70,18 24,92
sentido restrito Long 58,60 20,85 0,448 (NS)
E. suberosum Campo Breve 38,60 12,48 0.028 *
Rupestre Long 58,80 11,30 '

* Teste significativo a 5% de probabilidade. NS: Teste ndo significativo a 5% de probabilidade.

Tabela 3 - Andlise de Variancia do Grau de Umidade das sementes avaliadas em Campo

Rupestre.
Fontes de Variacao QM F Valor p
Tipo de Flor 5,510 3,226 0,0893 (NS)
Maturacéo 22,940 13,432 0,0003 *
Tipo de Flor * Maturagao 12,052 7,056 0,0055 *

* Teste significativo a 5% de probabilidade. NS: Teste ndo significativo a 5% de probabilidade.

Tabela 4 - Andlise de Variancia do Grau de Umidade das sementes avaliadas em Cerrado
sentido restrito.

Fontes de Variacdo QM F Valor p
Tipo de Flor 52,838 32,406 <0,01*
Maturacao 227,591 139,584 <0,01*
Tipo de Flor * Maturagao 25,032 15,353 <0,01*

* Teste significativo a 5% de probabilidade.

Tabela 5 - Taxa de germinagédo de sementes de E. suberosum avaliadas em Campo Rupestre e
Cerrado sentido restrito. Teste de Shapiro-Wilk (normalidade).

Shapiro-Wilk
Tratamentos N W, Valor p
Cerrado sentido restrito 30 0,90981 0,01471*
Campo Rupestre 30 0,93472 0,06562 (NS)

* Teste significativo a 5% de probabilidade. Auséncia de normalidade.
NS: Teste ndo significativo a 5% de probabilidade. Normalidade dos dados.
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Tabela 6 - Taxa de germinacédo de sementes de E. suberosum avaliadas em Campo Rupestre e
Cerrado sentido restrito apds transformacdo arcoseno dos dados com auséncia de
normalidade. Teste de Shapiro-Wilk (normalidade).

Shapiro-Wilk
Tratamentos N W Valor p
Cerrado sentido restrito 30 0,93999 0,09096 (NS)
Campo Rupestre 30 0,67757 <0,01*

* Teste significativo a 5% de probabilidade. Auséncia de normalidade.
NS: Teste ndo significativo a 5% de probabilidade. Normalidade dos dados.

Tabela 7 - Andlise de Variancia da Taxa de Germinagdo das sementes de E. suberosum
avaliadas em Campo Rupestre.

Fontes de Variacdo QM F Valor p
Tipo de Flor 1080,00 6,803 0,0154 *
Maturacédo 30,83 0,194 0,8248 (NS)
Tipo de Flor * Maturacgéo 22,50 0,142 0,8686 (NS)

* Teste significativo a 5% de probabilidade. NS: Teste néo significativo a 5% de probabilidade.

Tabela 8 - Analise de Variancia do indice de Germinacdo das sementes de E. suberosum
avaliadas em Cerrado sentido restrito. (Dados Transformados)

Fontes de Variacdo QM F Valor p
Tipo de Flor 0,7709 49,111 <0,01*
Maturacao 1,7883 113,926 <0,01*
Tipo de Flor * Maturacdo 0,0077 0,488 0,6197 (NS)

* Teste significativo a 5% de probabilidade. NS: Teste néo significativo a 5% de probabilidade.

Tabela 9 - Andlise de Variancia do IVG de E. suberosum avaliadas em Campo Rupestre.

Fontes de Variacao QM F Valor p

Tipo de Flor 0,0579 1,150 0,2943 (NS)
Maturacao 0,0839 1,665 0,2103 (NS)
Tipo de Flor * Maturacdo 0,0624 1,238 0,3080 (NS)

NS: Teste ndo significativo a 5% de probabilidade.
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ARTIGO 2

Morfoanatomia da plantula de Erythroxylum suberosum A. St.-Hil (Erythroxylaceae)

Artigo formatado conforme as normas da revista Acta Botanica Brasilica.
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Resumo

A espécie Erythroxylum suberosum é uma das mais abundantes nos Cerrados brasileiros. E
caracterizada por apresentar distilia, uma caracteristica controlada geneticamente, em que as
flores apresentam dois morfotipos. O objetivo desse trabalho foi descrever
morfoanatomicamente o desenvolvimento das plantulas de ambos os morfotipos de E.
suberosum, relacionando suas caracteristicas com o Cerrado. Sementes da espécie foram
semeadas em gerbox com papel filtro e colocadas em germinadores tipo B.O.D., sob luz
constante e temperatura de 25 °C. Apés a emissdo da radicula, a plantula foi colocada nas
bandejas com areia, em germinadores. O material foi fixado em FAA 50 e processado
segundo técnicas usuais em anatomia vegetal. As caracteristicas morfoanatbmicas néo
variaram entre os morfotipos brevistilado e longistilado. As plantulas sdo fanerocotiledonares,
epigias e armazenadoras (PER), com cotilédones semi fotossintéticos. A filotaxia dos
cotilédones é oposta, assim como dos eofilos. O limbo eofilar exibe maior complexidade
estrutural quando comparado ao cotiledonar, entretanto, as duas estruturas sao
hipoestomaticas. A raiz primaria é longa, bem desenvolvida em relacdo ao corpo aéreo da
planta. Compostos fendlicos estdo presentes em todos os Orgdos estudados. Os resultados
obtidos nos permitem concluir que, apesar do estagio inicial de vida dos vegetais ser um
estagio bastante vulneravel, E. suberosum se mostra bem adaptada, exibindo caracteristicas
essenciais para promover seu estabelecimento e propiciar sua abundéncia no Cerrado.

Palavras-chave: Cerrado, fase inicial, adaptacdo, morfologia, anatomia.

Abstract

The species Erythroxylum suberosum is one of the most abundant in the Brazilian Cerrados. It
is characterized by presenting distyly, a genetically controlled characteristic, in which flowers
have two morphotypes. The objective in this work was to describe morphoanatomically the
development of the seedlings of both morphotypes of E. suberosum, relating their
characteristics to the Cerrado. Seeds of the species were sown in gerbox with filter paper and
placed in germinators type B.O.D, under constant light and temperature 25 ° C. After the
radicle emission, the seedlings were placed in the trays with sand, in germinators. The
material was fixed in FAA 50 and processed according to usual techniques in plant anatomy.
The morphoanatomic characteristics did not vary between the thrum and pin morphotypes.
The seedlings are phanerocotylar, epigeal and of reserve (PER), with semi photosynthetic
cotyledons. The cotyledons phyllotaxis is opposite, as the eophylls. The eophyll lamina

exhibits greater structural complexity when compared to the cotyledonar, however, the two
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structures are hypoestomatic. The primary root is long, well developed in relation to the aerial
body of the plant. Phenolic compounds are present in all organs studied. The results obtained
allow us to conclude that, although the initial stage of plants life is a very vulnerable stage, E.
suberosum is well adapted, exhibiting characteristics essential to promote its establishment
and propitiate its abundance in the Cerrado.

Keywords: Cerrado, initial phase, adaptation, morphology, anatomy.

Introducéo

Um dos géneros mais ocorrentes nos Cerrados brasileiros é Erythroxylum P. Browne
(Erythroxylaceae) de acordo com Souza & Lorenzi (2012), e Erythroxylum suberosum A. St.-
Hil. aparece como a espécie de mais alto valor médio de importancia (V1) nos estudos
fitossocioldgicos realizados por Goodland (1979). A espécie se destacou também nos estudos
de Felfili et al. (2002) estando presente entre aquelas de maior frequéncia relativa do dominio.

No género ocorre a heterostilia, uma caracteristica controlada geneticamente que
origina um tipo de polimorfismo floral, no qual flores hermafroditas exibem diferencas no
comprimento do estilete e filete, apresentando morfotipos distintos (Darwin 1877;
Vuilleumier 1967; Ganders, 1979). Os representantes de Erythroxylum sdo considerados
distilicos, pois apresentam os morfotipos brevistilado (estilete curto e filete longo) e
longistilado (estilete longo e filete curto).

Entre brevistilado e longistilado os genotipos sdo diferentes (Barret & Shore 2008),
entretanto, os dois morfotipos ndo diferem em apenas um loco, mas em dois, ligados muito
estreitamente, 0s quais estdo sempre associados e sdo herdados juntos como se fosse um loco,
Ou seja, um supergene, que raramente é quebrado por recombinagdo cromossémica (Futuyma
2002). Quando ocorre a rara recombinacdo cromossdmica, a partir da distilia surge a
homostilia, ou seja, individuos que apresentam a mesma altura de estilete e filete (Ganders
1979). A heterostilia atua como um mecanismo que promove a polinizagdo cruzada, cujas
polinizacdes legitimas ocorrem entre as anteras e estigmas de alturas equivalentes (Darwin
1877) favorecendo o fluxo de polen e incrementando a polinizagdo (Barros 1998).

A diferenca entre os morfotipos é verificada ndo somente na altura diferencial que as
anteras e estigmas alcangcam, mas na morfologia do estigma (Darwin 1877; Vuilleumier 1967;
Ganders 1979; Machado et al. 2010), na morfologia do grdo de polen (Ganders 1979;
Véazquez-Santana et al. 1996; Barros 1998; Santos & Machado 1998; Silva et al. 2016) e pode
ocorrer também como verificado por Contreras & Ornelas (1999) e Valois-Cuesta et al.

(2011) na morfologia de frutos e sementes, mas sem relatos para as plantulas.
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Plantula é a fase inicial de desenvolvimento da planta (Souza et al. 2009). N&o ha uma
classificacao definitiva sobre plantula, sabe-se que inicia na germinagdo da semente, entretanto, ha
divergéncias em relacdo ao periodo de seu término. De acordo com Souza (2003) uma possivel
solucdo seria utilizar o termo até o aparecimento e completa expansao do primeiro eofilo.

Os trabalhos sobre plantulas tém merecido atencdo ha algum tempo, abordando
estudos descritivos, morfoldgicos, anatdmicos, fisioldgicos, ecoldgicos e evolutivos, como
também embasando a sistematica, taxonomia e filogenia, aléem de fornecer dados para
germinacdo e silvicultura (Oliveira 1993). Entretanto, ainda sdo poucos 0s estudos sobre
plantulas de espécies nativas do Cerrado, com ressalva para Rizzini (1965), Ferreira et al.
(1998), Oliveira (1999), Botelho et al. (2000), Davide et al. (2000), Oliveira (2001), Ressel et
al. (2004), Souza & Oliveira (2004) e Paulino et al. (2010).

Com relacdo ao estudo de plantulas incluindo o género Erythroxylum, podemos citar
os trabalhos de Duke (1965) com E. areolatum. Neste estudo, o autor descreveu a morfologia
de 182 espécies florestais de diferentes familias, além de definir termos como
criptocotiledonar e fanerocotiledonar e apresentar caracteristicas relevantes para serem
observadas em plantulas, como a exposi¢do dos cotilédones e a filotaxia do eofilo; e Ressel et
al. (2004) com E. deciduum, no qual os autores classificaram 122 espécies arbdreas
utilizando-se da ecologia morfofuncional de pléntulas. Entretanto, nenhum dos estudos
diferencia os dois morfotipos das espécies.

Ha diferencas marcantes nas estruturas reprodutivas de plantas heterostilicas as quais
possibilitam diferenciar entre brevistilada e longistilada. E de grande importancia para o
conhecimento da espécie, analisar se também é possivel distinguir os dois morfotipos em fase
juvenil, j& que nesta fase € possivel encontrar estruturas transitorias, as quais podem
desaparecer ou serem substituidas com o desenvolvimento do individuo (Ricardi et al. 1977).

Oliveira (1993) relata que os estudos com plantulas permitem o reconhecimento e
identificacdo de espécies de uma certa regido, e auxiliam na interpretacdo de respostas
adaptativas ao ambiente, dentro de um enfoque ecoldgico.

Estudos que visam grupos representativos no Cerrado, principalmente relacionados as
fases juvenis, podem contribuir com informagdes mais consistentes para o conhecimento da
dindmica das espécies neste ambiente (Silva et al. 1988; Davide et al. 2000), bem como
auxiliar na reconstituicéo e na criagcdo de medidas conservacionistas do dominio (Ng 1973).

Assim, este trabalho tem por objetivo analisar e descrever morfoanatomicamente o
desenvolvimento das plantulas de Erythroxylum suberosum (Erythroxylaceae), dos morfotipos

brevistilado e longistilado, relacionando suas caracteristicas com o ambiente Cerrado, uma
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vez que a espécie esta entre as mais abundantes do dominio. A partir dos resultados procura-
se responder a seguinte pergunta: Quais caracteristicas a espécie apresenta nesta fase inicial

que sdo importantes para o seu estabelecimento e adaptacdo ao ambiente Cerrado?

Material e Métodos
1. Espécie e local de coleta

Foram estudados individuos de Erythroxylum suberosum A. St.-Hil (Erythroxylaceae)
ocorrentes em areas de Cerrado proximas do Parque Florestal Quedas do Rio Bonito,
municipio de Lavras, Mesorregido Campos das Vertentes, Minas Gerais, sob as coordenadas
geograficas 21°19°53.4” S e 44°58°08.2”; 21°20°59.7” S e 44°59°08,8 e também individuos
ocorrentes na Fazenda Juliana, municipio de Monte Carmelo, Triangulo Mineiro, Minas
Gerais, sob as coordenadas 18°42°25” S e 47°33°33”.

2. Procedimentos

Para o desenvolvimento das plantulas foram coletados frutos maduros de individuos
brevi e longistilados, separadamente, da referida espécie. Foram selecionados 200 frutos bem
formados de cada morfotipo, os quais tiveram 0 pericarpo carnoso removido por meio de
atrito e lavagem em peneira, tendo o pirénio (parte lenhosa) mantido. Portanto, foram
colocados para germinacao pirénio + semente (didsporo) em gerbox transparente com papel
filtro umedecido com &gua destilada dentro de camara tipo B.O.D., com temperatura de 25° C
+1, mantidas sob luz fluorescente continua. Foram colocados 20 diasporos por gerbox,
recebendo agua constantemente. ApOs a protusdo da raiz primaria, os didsporos foram
retirados do gerbox e colocados para continuar o desenvolvimento em bandejas de pléstico,
distribuidos de maneira uniforme sobre areia, em germinador, umedecidas diariamente.

As plantulas foram observadas diariamente, e seu crescimento foi acompanhado até a
expansdo dos eofilos. Trinta plantulas de cada morfotipo, de todas as fases (desde a protuséo
da raiz até expansdo dos eofilos) e partes de plantas jovens foram coletadas, fixadas em FAA
50 (Johansen 1940) e conservadas em alcool etilico 70% (Jensen 1962), as quais foram
posteriormente analisadas e fotografadas em estereomicroscopio Nikon SMZ 745T acoplado
com camara digital Infinity 1 ou/e cAmara digital Canon PowerShot SX 400 IS 16.0 MP.

A terminologia referente ao desenvolvimento das plantulas foi baseada nos trabalhos
de Duke (1965; 1969). Para a descricdo dos eofilos, utilizaram-se folhas provenientes de

plantas jovens.
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A anélise anatdmica dos tipos foliares foi feita a partir de amostras da regido mediana
de cotilédones e eofilos, coletados quando estes se encontraram completamente expandidos. A
analise foi realizada também no caule (epicotilo e hipocotilo, na regido mediana) e raiz, no
apice e também na estrutura primaria, aproximadamente 4 mm distante do apice.

Para o laminario permanente, as amostras foram desidratadas em série etilica,
infiltradas e incluidas em hidroxi-etil-metacrilato Leica® - segundo protocolo do fabricante.
Todo o material foi seccionado transversalmente, com excecdo do apice radicular que foi
seccionado longitudinalmente, em micrétomo rotativo semiautomatico com cerca de 2-5 pum
de espessura, corado com azul de toluidina O (O'Brien et al. 1964) e montado em verniz
vitral incolor 500® (Paiva et al. 2006).

Para a analise da epiderme, foram produzidas laminas semipermanentes com secc¢des
paradérmicas com auxilio de lamina de aco e dissociacdo epidérmica (Franklin 1945),
montados entre lamina e laminula com &gua glicerinada 50%.

Para a analise da venacdo de eofilos e cotilédones, os mesmos foram diafanizados
segundo a metodologia de Fuchs (1963) e classificadas de acordo com Metcalfe & Chalk
(1979).

O material preparado pelas técnicas referidas foi analisado ao microscopio trinocular
ZEISS Axio acoplado com camara digital AxioCam ERc5s, sendo os resultados descritos e
comparados com os disponiveis na literatura levantada. Todos os resultados foram registrados

por meio de fotomicrografias e desenhos em camara clara.

Resultados
1- Morfologia da plantula

A plantula de Erythroxylum suberosum é fanerocotiledonar e epigea. A morfologia das
plantulas e o seu desenvolvimento, sendo eles de origem de didsporos brevistilados e
longistilado, ndo variou. Dessa forma, uma unica descricdo morfologica e anatémica foi
realizada para ambos os morfotipos.

A raiz primaria da plantula de E. suberosum rompe o pirénio 6 dias apds a semeadura
(figura 1A). A raiz primaria surge curva, cilindrica (figura 1 B), de coloracéo verde claro e se
alonga, concomitantemente ao hipocotilo, sendo a primeira mais delgada, exibindo o apice
afilado (figura 1C). Em fase posterior, com aproximadamente 12 dias, a regido do coleto
torna-se perceptivel (figura 1D), a raiz exibe coloracdo esbranquicada e didmetro menor
quando comparada ao hipocétilo, este apresenta coloracéo esverdeada. Neste estagio, as raizes

secundarias iniciam seu desenvolvimento.
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O hipocotilo inicialmente € curvado, formando a alca hipocotilar, posteriormente
torna-se ereto elevando os cotilédones para fora do solo, ainda recobertos pelo pirénio (figura
1D, E).

O inicio da exposicdo dos cotilédones ocorre aproximadamente aos 17 dias apos a
semeadura (figura 1F). Os cotilédones mostram-se carnosos, glabros, sésseis, elipticos, com
apice arredondado, base truncada e margem inteira, de coloracdo verde (figura 1G, H, 1, J).

O epicdtilo € curto, cerca de 5 mm, com sec¢do transversal eliptico, apresentando
coloracéo verde (figura 11, J, K).

Ap0s os cotilédones se libertarem do pirénio, com aproximadamente 19 dias, observa-
se o inicio do desenvolvimento dos eofilos que exibem morfologia convoluta (figura 1H, 1), e
se expandem completamente aos 23 dias ap06s a germinacdo (figura 1J). A filotaxia dos eofilos
é oposta (figura L). O peciolo é curto, com aproximadamente 1 mm e coloracdo verde clara,
exibe base larga e protuberante. As estipulas sdo persistentes, folidceas, intrapeciolares, com
apice em fenda bifida (figura 1L, M).

2- Anatomia das plantulas
2.1- Raiz

O apice radicular € recoberto pela coifa (figura 2A). O promeristema tem organizagéo
apical do tipo aberto (figura 2A). Na regido da zona meristematica, em seccao longitudinal,
verifica-se que a protoderme é unisseriada, o meristema fundamental é preenchido por
aproximadamente quatro a seis camadas de células de formato retangular e internamente,
dispdem se as células procambiais, que formam um cilindro macico, central e Unico (figura
2B).

A raiz priméria, em seccao transversal, apresenta epiderme unisseriada com células de
formato irregular e muitas mostram-se colapsadas (figura 2C, D).

Adjacente a epiderme, a regido cortical é constituida por uma camada de exoderme,
com células que exibem paredes espessadas. As demais trés ou quatro camadas celulares de
parénquima fundamental apresentam-se vacuoladas e com formato isodiamétrico (figura 2D).
Delimitando internamente o cértex, observa-se a endoderme, cujas células sdo justapostas e
armazenam compostos fenolicos (figura 2D, E).

O cilindro vascular é delimitado externamente pelo periciclo, uma Unica camada de
células de parénguima, além dos tecidos vasculares. Observam-se dois pélos de protoxilema,

alternados com corddes de floema (figura 2E).
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2.2- Hipocétilo

O hipocoétilo apresenta o tecido epidérmico com uma camada de células de formato
irregular, que tendem ao formato globoso e acumulam conteudo fenodlico (figura 3A),
verifica-se a presenca de cuticula delgada (figura 3B).

A regido cortical é caracterizada pela presenca da exoderme indiferenciada,
entretanto, algumas dessas células armazenam substancias fendlicas. As demais células
corticais também sdo parenquimaticas, sendo a camada mais interna delimitada pela
endoderme, também indiferenciada (figura 3B).

O sistema vascular € constituido pelo periciclo e tecidos vasculares organizados em
sifonostelo, delimitado externamente por uma a duas camadas de fibras perivasculares
(figuras 3B, C).

2.3- Epicdtilo

No epicotilo, chama a atencdo o seu formato eliptico, em seccdo transversal (figura
3D). A epiderme do primeiro entrend do caule exibe células com cuticula delgada, de formato
globoso e numa pequena porcdo do caule, na regido lateral do 6rgéo, as células apresentam
parede periclinal externa concava. A maioria das células epidérmicas, com poucas excegoes,
apresentam reserva de contetdo fendlico (figuras 3D, E). Estdmatos podem ser observados
nesse caule (figura 3E).

No cortex, a exoderme apresenta células justapostas e podem conter contetdo fendlico
(figura 3D). Internamente a exoderme, observam-se algumas camadas de parénguima
clorofiliano e na porcdo mais interna, junto a endoderme, parénquima fundamental, cujas
celulas apresentam tamanho avantajando e vacuolo bem desenvolvido (figura 3E).

Na regido central, verifica-se a formacdo de um anel continuo de xilema interno e
floema externo, delimitado externamente por fibras. Esse anel vascular delimita a medula,
internamente (figuras 3D, F).

2.4- Cotilédones

Os cotilédones séo carnosos e ricos em amido. Em seccédo transversal, a face adaxial
mostra-se plana e pouco convexa, ja a face abaxial é concava (figura 4A). A epiderme é
unisseriada. Na face adaxial exibe células de diversos tamanhos, com formato tabular,
algumas tendendo ao formato cuboide, com cuticula delgada (figura 4B). Ja na face abaxial,
as celulas exibem diversos tamanhos, mas menores que as da face adaxial e diferentes
formatos, de cuboides a tabulares e também esta recoberta por cuticula delgada (figura 4C).

Comparando as duas faces da epiderme em vista paradérmica, nota-se que ha variagdo

no formato (figuras 4E, F). As células da face adaxial exibem formato retangular de paredes
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retas (figura 4E) e as da abaxial, na maioria s&o retangulares, com algumas células tendendo
ao formato irregular, exibindo paredes sinuosas (figura 4F). Os cotilédones séo
hipoestomaticos, com aparelho estomatico do tipo paracitico (figura 4F).

O mesofilo € parenquimatico, constituido por uma a duas camadas de parénquima
clorofiliano que tende ao formato a paligadico e varias de parénquima clorofiliano regular,
mas que também apresenta reserva de amido (figura 4A). Internamente a epiderme da face
abaxial, observa-se uma camada de células ndo continua com conteddo fenodlico (figura C).
Alguns idioblastos fenolicos também sdo observados dispersos no mesofilo (figura 4A), além
de pequenos feixes vasculares do tipo colateral (figura 4D).

Com relagdo a venacdo, o padrdo pode ser classificado como broquidédromo-
camptédromo (figura 4G), em que as nervuras secundarias ndo terminam na margem do
cotilédone. A nervura mediana é reta e de maior calibre, ja as secundarias, formam arcos, e se
ramificam em direcdo ao bordo, porém ndo o alcangando (figura 4G).

2.5- Eofilos

O eofilo apresenta células epidérmicas comuns similares nas duas faces (figuras 5A,
B, C). Em seccédo paradérmica (figuras 5D, E) verifica-se que as células apresentam paredes
anticlinais sinuosas nas duas faces. A presenca de estdmatos é verificada somente na face
abaxial, sendo a maioria do tipo paracitico e alguns do tipo anisocitico (figura 5E).

Em seccdo transversal do limbo eofilar, a epiderme da face adaxial apresenta células
tabulares com diversos tamanhos, sendo recobertas por cuticula delgada (figura 5A, C). Na
epiderme da face abaxial, as células exibem formato tabular e na regido da nervura central séo
de formato irregular, tendendo ao formato globoso, nota-se a presenca de contetdo fendlico
(figura 5A, B).

A lamina eofilar é dorsiventral, composta por uma camada de parénquima clorofiliano
palicadico e de duas a trés camadas de parénquima clorofiliano lacunoso, com células que
variam na forma, podendo ser isodiamétricas ou alongadas e com grandes espacos
intercelulares (figuras 5A, C). Na regido da borda, observa-se a epiderme continua, com
células tabulares e cuboides, e transi¢cdo do parénquima clorofiliano palicadico ao lacunoso
(figura 5C).

A regido da nervura central apresenta colénquima cujas paredes primarias sdo pouco
espessas em ambas as faces, células de parénquima clorofiliano palicadico na face adaxial e
parénquima fundamental na face abaxial e feixe vascular do tipo colateral (figura 5B). Os
feixes vasculares secundarios, também sdo colaterais e ambos exibem bainha perivascular

fibrosa evidente (figuras 5A, C).
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Os eofilos sdo folhas completas, com limbo simples, de formato obovado, margem
inteira, com apice mucronado e base atenuada (figuras 5F, G, H). O padrdo de venagdo é
broquidédromo-camptédromo (figura 5F), cujas nervuras secundarias formam arcos que se
unem, ndo terminando na margem. A nervura mediana é reta, as secundarias sdo de menor
calibre, mas bem destacadas, apresenta ainda, nervuras de terceira, quarta e quinta ordens
(figuras 5G, H).

Discussao

As caracteristicas morfoldgicas encontradas na espécie tais como, germinacao epigea,
desenvolvimento fanerocotiledonar e presenca de cotilédones carnosos a classifica como
fanero-epigeo-armazenadora (PER) segundo a classificacdo de Miquel (1987). Ja as
caracteristicas como a presenca de germinacdo fanerocotiledonar, cotilédones oblongos,
eofilos supracotiledonares, peninerves, convolutos e usualmente estipulados encontrados em
E. suberosum, corrobora com a descricdo realizada por Duke (1969) para a familia
Erythroxylaceae.

Como registrado em E. suberosum, os trabalhos com plantulas de Cerrado de Rizzini
(1965) descrevem que a germinagdo epigea é o tipo mais ocorrente e Ressel et al. (2004)
demonstraram que a grande maioria das espécies exibiram germinacdo fanerocotiledonar, as
quais liberam seus cotilédones do envoltério seminal, contudo, as plantulas fanero-epigeo-
foliaceas (PEF) foram as mais expressivas. Na espécie desse estudo, que exibe cotilédones
armazenadores, estes foram totalmente expostos com cerca de 19 dias. Leonhardt et al. (2008)
descreveram que em Erythroxylum argentinum O. E. Schulz os cotilédones foliaceos foram
expostos com 7 dias, ainda exibindo pouca expansdo. Como observado, ndo ha um periodo
uniforme para a exposi¢cdo dos cotilédones, mas provavelmente, os foliaceos sdo liberados
mais cedo, pois tem funcdo exclusivamente fotossintética.

As caracteristicas das plantulas estdo correlacionadas diretamente ao ambiente em que
estdo inseridas, Ressel et al. (2004) concluiram que para o estabelecimento inicial da plantula,
sua morfologia funcional é essencial, ap0s j& instalada, as condi¢cbes ambientais e as
exigéncias dos habitats é que tomardo o controle do processo de estabelecimento. Assim, 0s
cotilédones se apresentam como estruturas essenciais para o desenvolvimento do vegetal em
sua fase inicial. Kitajima (2003) enfatiza ainda mais a importancia dessas estruturas quando
demonstra que sua remogéo reduz a sobrevivéncia das plantulas.

Os cotilédones de E. suberosum s&o carnosos e ricos em amido. Ao verificar estudos

com plantulas do Cerrado é possivel verificar que Dipteryx alata VVogel (Ferreira et al. 1998),
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Eremanthus incanus Less (Davide et al. 2000) e Hymenaea stigonocarpa Mart. ex Hayne
(Botelho et al. 2000) sdo espécies que também apresentam cotilédones carnosos. A
abundancia de amido auxilia no crescimento pds-germinativo, uma vez que sua degradacéo
disponibiliza energia para as plantulas até que sejam completamente autotréficas (Corte et al.
2008). Contudo, além de armazenadores, os cotilédones de E. suberosum também apresentam
a funcéo fotossintética, como demonstra suas caracteristicas observadas: verdes, elevados do
solo, presenca de parénquima clorofiliano e estdbmatos na face abaxial. Katajima (1996)
classifica os cotilédones PER como semi fotossintético, e ainda concluiu que a producéo de
novos assimilados contribui significativamente para o fornecimento de energia ao transporte
rapido de nutrientes armazenados para o desenvolvimento de brotos e raizes (Katajima 1992).

E importante ressaltar que as plantulas estudadas estio presentes no Cerrado, ambiente
com alta luminosidade, portanto, sua funcdo fotossintética € de grande relevancia, ja que o
ambiente é propicio, elevando assim, as chances de sobrevivéncia nesta fase inicial. Vogel
(1980) e Ressel et al. (2004) descreveram que os cotilédones fotossintetizantes possibilitam
um rapido estabelecimento da plantula em ambientes com alta incidéncia de luz, como
acredita-se ocorrer com as plantulas de E. suberosum no Cerrado, ja que de acordo com Souza
& Lorenzi (2012) a espécie apresenta ampla distribuicdo e o género, é considerado um dos
mais ocorrentes no ambiente.

A espécie deste estudo exibe cotilédones sésseis, porém Duke (1969) relatou que pode
haver variacdo na presenca ou auséncia de peciolo (cotilédones sésseis ou peciolados) em
nivel de género ou familia. O autor relata ainda que os cotilédones apresentam tendéncia a
serem sésseis quando séo apoiados por um hipoco6tilo longo, como € o caso de E. suberosum.

Ao comparar os cotilédones e os eofilos, verifica-se que sdo folhas diferentes, pois 0s
eofilos apresentam o limbo com maior complexidade estrutural. Esau (1974) descreveu que o
mesofilo das primeiras folhas apresenta-se menos diferenciado que o das folhas subsequentes.
E possivel verificar que o feixe vascular do cotilédone ¢ estruturalmente mais simples, quando
comparado ao do eofilo, indicando um menor investimento na fase inicial, 0 que pode ser
explicado pela disposic¢do de poucos recursos energéticos, além de ser efémero. Entretanto, as
duas estruturas sdo hipoestomaticas, assim como Bieras & Sajo (2004) descreveram para as
folhas adultas de Erythroxylum. As autoras relataram ainda que devido ao acimulo de ceras e
a espessura da cuticula, os estdmatos ndo sdo facilmente visiveis, mas ha fendas que
demonstram onde essas estruturas estéo ali alojadas.

A presenca de estdbmatos apenas na face abaxial ocorre na espécie desde 0s estagios

iniciais de desenvolvimento. Esta dentre outras caracteristicas, como a presenga de compostos
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fendlicos, € uma caracteristica comum para os representantes do Cerrado. As folhas séo
Orgdos estruturados anatomicamente para maximizar os processos de producao de alimento e
energia, assim como a captacdo de radiacdo, minimizando a perda de &gua por
evapotranspiracdo e danos da radiacdo excessiva (Taiz et al. 2017).

Quanto a sinuosidade das paredes anticlinais das células epidérmicas, verificamos que
nos cotilédones as células ordinérias sdo pouco sinuosas quando comparadas as eofilares.
Moreira-Coneglian & Oliveira (2006) também descreveram essa caracteristica para as
plantulas das espécies de Leguminosae estudadas e sugeriram que as linhas retas nas paredes
anticlinais dos cotilédones estdo relacionadas ao menor tempo de permanéncia destes na
plantula. A presenga de linhas retas diminui a resisténcia e aumenta a eficiéncia na
transferéncia de substancias entre as células. Metcalfe (1979) menciona que a sinuosidade é
muito mais acentuada na face abaxial que na adaxial, caracteristica claramente visivel na
epiderme cotiledonar desta espécie.

A filotaxia oposta dos eofilos na espécie deste estudo corrobora com os dados de
Rizzini (1976), que relatou que as primeiras folhas de E. pruinosum O. E. Schulz e E.
tortuosum Mart. sdo opostas, embora Duke (1969) tenha descrito a filotaxia alterna para as
plantulas da familia. A filotaxia oposta permite que os eofilos se disponham de forma
estratégica a ndo gerar sombreamento sobre os cotilédones, o qual podem exercer eficazmente
sua atividade fotossintética. Acredita-se que esta seja uma caracteristica adaptativa da espécie
para utilizacdo da luz, de acordo com suas necessidades iniciais.

O hipocdtilo de E. suberosum € longo, verde e glabro. A espécie E. pruinosum exibe
as mesmas caracteristicas e em E. tortuosum a coloracéo desse caule € rosada (Rizzini 1976).
O epicodtilo, entretanto, apresenta caracteres homogéneos entre as espécies, sendo observado
curto e glabro, assim como nas outras duas espécies estudadas por Rizzini (1976). Segundo
Souza et al. (2009) em plantulas epigeas, com hipocétilo longo, o epicétilo pode ser curto,
provavelmente pelo fato das estruturas aéreas ja estarem a uma altura adequada para a
absorcdo da luz. Anatomicamente, o cilindro vascular destes caules apresentam fibras
perivasculares, assim como nos feixes vasculares dos eofilos. De acordo com Alvarez-Clare
& Kitajima (2007) as fibras fornecem resisténcia estrutural aos 6rgdos e também contra os
patogenos, portanto, sdo associados positivamente a sobrevivéncia das plantulas.

A espécie estudada apresenta raiz diarca e exibe estrutura basica, como relatado por
Souza et al. (2009) em plantulas de diversas espécies. Duke (1969) relatou que o cilindro
vascular de plantulas é comumente diarco e tetrarco, sendo considerado o tetrarco o carater

ancestral, por estarem associados com plantas lenhosas.
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O sistema radicular da espécie é desenvolvido em relacdo a parte aérea da plantula. A
raiz priméria longa, tem maior area do solo para explorar, podendo buscar agua e solutos em
regibes mais profundas, ja que o Cerrado € um ambiente que apresenta restricdo hidrica na
superficie do solo. Rizzini (1965) relatou que nas plantas jovens de Cerrado, as raizes atingem
1 m de comprimento apenas com cerca de 1-2 anos, assim, sobrevivem com suas raizes
dispostas na regido seca do solo durante sua fase inicial. Contudo, o periodo de disperséo dos
frutos de E. suberosum ocorre no més de dezembro, periodo de altos indices de chuva,
portanto, durante a germinacdo e o desenvolvimento da plantula, o vegetal tem agua
disponivel no solo, o que favorece o crescimento das suas raizes.

Rizzini (1965) relatou ainda que as raizes resistem em solos secos e quentes por
exibirem paredes celulares intensamente lignificadas e suberizadas, como também coifa rica
em pectina, que confere a alta capacidade de retencdo de agua. As espécies desde o inicio de
seu desenvolvimento estabelecem caracteristicas adequadas ao habitat, fator que facilita o seu
estabelecimento. Apesar da grande importancia da raiz para a plantula, por vezes o 6rgdo nao
vem sendo abordado detalhadamente.

Merece destaque ainda a presenca de contetdo fenolico presente em todos os 6rgdos
estudados. Estes compostos estdo normalmente presentes em plantas de Cerrado, nas
estruturas vegetativas (Bieras & Sajo 2009) atuando na defesa contra herbivoria, raios UV e
patdgenos (Werker 1997; Beckman 2000). Barros & Teixeira (2014) constataram que estes
compostos ocorrem desde as fases jovens de Dimorphandra mollis e Stryphnodendron
adstringens, na protoderme e meristema fundamental, como também, na epiderme, cortex e
periciclo da raiz, e na epiderme, cortex e medula do epicétilo. As autoras enfatizam a
presenca desses compostos nos tecidos exteriores dos Orgdos, certamente nos locais
estratégicos de defesa, e também ao redor do xilema da raiz, como na presente espécie,
atuando na prote¢éo do sistema vascular contra agentes patogénicos.

De acordo com Oliveira (1993) e de fundamental importancia o conhecimento da
germinacao, crescimento e estabelecimento da plantula para compreender o ciclo biolégico da
espécie e regeneracdo natural do ambiente, assim, tornam-se relevantes as caracteristicas
apresentadas de E. suberosum aqui neste estudo.

Apesar das plantulas serem um estagio vulneravel no ciclo de vida das plantas, E.
suberosum tem demonstrado ter sucesso nesta fase inicial, principalmente por apresentar
caracteres como a germinacdo rapida, epigea e fanerocotiledonar, cotilédones com fungéo

armazenadora e semi fotossintética, e sistema radicular desenvolvido. Sugere-se que estas
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podem ser consideradas caracteristicas estratégicas que promoveram o estabelecimento da
espécie e propiciaram sua representatividade no Cerrado.
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ILUSTRACOES

Figura 1 - Morfologia da plantula de E. suberosum. A. Protrusdo da raiz primaria, 6 dias. B.
Plantula de 7 dias. C. Plantula de 10 dias, alongamento do hipocotilo. D.
Desenvolvimento da raiz secundaria, fissura do envoltorio seminal e pericarpo, 12
dias. E. Plantula de 15 dias, alongamento do hipocétilo e raizes secundérias. F.
Liberacdo dos cotilédones do envoltorio seminal e parte do pericarpo, 17 dias. G.
Cotilédones expandidos, exposicao dos eofilos, 19 dias. H. Detalhe dos cotilédones.
I: Cotilédones em angulo agudo, eofilos convolutos, 21 dias. J. Expansdo dos
eofilos, finalizando a fase de plantula, 23 dias. K. Final da fase de plantula, eofilos
expostos e expandidos, 24 dias. Planta jovem (L,M,N). L. Estipulas. M. Detalhe da
estipula. (EC: epicétilo, ES: estipula, HP: hipocétilo, RP: raiz priméaria, RS: raiz
secundaria, seta: regido do coleto). Brevistilado (A,C,F,G,H,l,J,L). Longistilado
(B, D, E, K, M, N). Barras=0,5mm (L, M)e1mm (A,B,C,D,E,F, G, H, I, ],
K).
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Figura 2 - Raiz priméaria da plantula de E. suberosum. A,B. Corte longitudinal do apice
evidenciando promeristema e zona meristematica, respectivamente. C. Corte
transversal da raiz em estrutura priméria. D. Detalhe da epiderme e do cortex. E.
Detalhe do cilindro vascular. (CF: coifa, CT: cortex, EN: endoderme, EP:
epiderme, EX: exoderme, FL: floema, MF: meristema fundamental, PC:
procdmbio, PM: promeristema, PT: protoderme, PX: protoxilema). Brevistilado
(C, D, E). Longistilado (A, B). Barras =50 um (A, C, D, E) e 100 um (B).
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Figura 3 - Cortes transversais de hipocotilo (A-C) e epicotilo (D-F). A. Aspecto geral. B.
Detalhe da epiderme e cortex. C. Detalhe do sistema vascular e medula. D.
Aspecto geral. E. Detalhe da epiderme, sistema fundamental e vascular. F. Detalhe
do feixe vascular que irrigard um dos eofilos. (CT: cortex, EP: epiderme, ES:
estomato, EX: exoderme, FB: fibras perivasculares, FV: feixe vascular, ME:
medula, XI: xilema). Brevistilado (C, D, E, F). Longistilado (A, B). Barras = 30
um (B, C, E, F) e 50 um (A, D).
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Figura 4 - Cotilédone. Cortes transversais (A-D). Cortes paradérmicos (E, F). Diafanizacédo
(G). A. Visdo geral do cotilédone. B. Detalhe da face adaxial, evidenciando
epiderme e parénquima clorofiliano regular, mas que também apresenta reserva de
amido. C. Detalhe da face abaxial, evidenciando epiderme e parénquima
clorofiliano regular, idioblastos fenolicos. D. Detalhe do feixe vascular. E, F.
Esquema das células epidérmicas da face adaxial e abaxial, respectivamente. G.
Vascularizacdo do cotilédone. (AD: epiderme da face adaxial, AB: epiderme da
face abaxial, CF: contetdo fenolico, FX: feixe vascular, MS: mesofilo, PO:
parénquima regular clorofiliano, PP: parénquima clorofiliano tendendo a
palicadico). Barras = 30 um (B, C, D), 50 um (E, F), 100 um (A) e 0,5 mm (G).
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Figura 5 - Eofilo. Cortes transversais (A-C). Cortes paradérmicos (D,E). Diafanizacdo (F, H).
A, B, C. Aspecto geral do limbo eofilar na regido mediana, nervura central e borda,
respectivamente. D. Epiderme da face adaxial. E. Epiderme da face abaxial. F.
Aspecto geral do padrdo de venagdo. G. Detalhe do &pice. H. Detalhe da base. (CO:
colénquima, EB: epiderme da face abaxial, ED: epiderme da face adaxial, ES:
estbmato, FB: fibras perivasculares, FL: floema, FV: feixe vascular, PL:
parénquima clorofiliano lacunoso, PP: parénquima clorofiliano palicadico, XI:
xilema). Brevistilado (A, C, G, J, K). Longistilado (B, D, E, F, H, I). Barras = 20
um (A, B, C), 30 um (D, E), 0.3 mm (G, H) e 0.5 mm (F).




