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RESUMO EXECUTIVO

O Quadrilatero Ferrifero é identificado como uma das areas mais importantes do Brasil
para a conservacao de plantas, devido a presenca espécies endémicas e ameacadas.
Dentre essas espécies esta Stephanopodium engleri, uma arbérea endémica do
Quadrilatero Ferrifero/Estado de Minas Gerais. O conhecimento sobre a propagacao,
crescimento, necessidades de nutrientes e adaptacdes funcionais de espécies
endémicas, sao imprescindiveis para conservacao. Apesar de sua importancia para
estabelecimento de programas de conservacao, nao séo encontrados estudos com a
espécie relacionados a caracterizacao biométrica, anatomia e histoquimica de seus
frutos e sementes. O objetivo deste estudo foi determinar os aspectos morfolégicos e
anatdbmicos de frutos e sementes de S. engleri. Stephanopodium engleri possui frutos
do tipo drupa pouca carnosa, geralmente bilocular, auséncia de endosperma, com
mesocarpo pouco polposo, endocarpo semelhante a pergaminho, indeiscentes,
coloracéo varia com o grau de maturacdo sendo amarelada quando maduro. Apesar
da estrutura bilocular, somente metade dos frutos produzem duas sementes,
enquanto a outra metade uma semente. As sementes possuem tegumento constituido
pela testa, mais externa, de coloracao uniforme em tom de castanho, apresenta hilo
em depressao, pequeno e oblongo. Mais da metade dos frutos de S. engleri
apresentaram tamanhos medianos, variando seu comprimento em torno de 14 a 15
mm (52%), largura em torno de 12 a 15 mm (54%) e espessura em torno de 10 mm
(63%). O valor meédio para o peso de uma semente recém-colhida de S. engleri foi de
0,21+0,07 gramas. Apo6s 90 dias nestas mesmas condi¢cdes, o peso médio alcancou
0,11+0,01 gramas. O cotilédone e 0 endosperma sdo predominantemente ricos em
reserva, reagindo positivamente para os testes histoquimicos que detectam a
presenca de gréos de amido, lipidios e proteinas totais no interior das células. Os
testes histoquimicos demonstraram, a presenca de metabdlitos que podem estar
relacionados com a dorméncia da semente de S. engleri. Os dados morfologicos,
biométricos e anatdbmicos contribuirdo na caracterizacdo da capacidade germinativa
de S. engleri.

Palavras-chave: Conservacao. Dichapetalaceae. Compostos de reservas.



ABSTRACT

The “Quadrilatero Ferrifero” is identified as one of the most important areas in Brazil
for plant conservation, due to the presence of endemic and threatened species. Among
these species is Stephanopodium engleri, a tree endemic to the Iron Quadrangle
region of Minas Gerais. Knowledge about propagation, growth, nutrient requirements
and functional adaptations of endemic species is essential for conservation. Despite
its importance for establishing conservation programs, there are no studies of the
species related to the biometric characterization, anatomy and histochemistry of its
fruits and seeds. The objective of this study was to determine the morphological and
anatomical aspects of fruits and seeds of S. engleri. Stephanopodium engleri has fruits
of the sparsely fleshy drupe type, usually bilocular, absence of endosperm, with little
pulpy mesocarp, parchment-like endocarp, indehiscent, coloration varies with the
degree of maturity being yellowish when ripe. Despite the bilocular structure, only half
of the fruits produce two seeds, while the other half produces one seed. The seeds
have a tegument composed of the outermost forehead, uniformly colored in brown,
with a small, oblong, depressed hilum. More than half of the fruits of S. engleri
presented medium sizes, varying their length around 14 to 15 mm (52%), width around
12 to 15 mm (54%) and thickness around 10 mm (63%). The average value for the
weight of a freshly harvested seed of S. engleri was 0.21+0.07 grams. After 90 days in
these same conditions, the average weight reached 0.11+0.01 grams. The cotyledon
and endosperm are predominantly reserve-rich, reacting positively to the histochemical
tests that detect the presence of starch grains, lipids and total proteins inside the cells.
The histochemical tests demonstrated, the presence of metabolites that may be related
to the seed dormancy of S. engleri. The morphological, biometric and anatomical data
will contribute to the characterization of the germination capacity of S. engleri.

Keywords: Conservation. Dichapetalaceae. Reserve compounds.
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1 INTRODUCAO

O desmatamento de &reas naturais pode mudar os processos fisicos entre a
atmosfera e os ecossistemas terrestres, levando a alteragéo nos regimes de chuvas
(precipitagéo), temperatura e na umidade relativa do ar, em escalas local, regional e
global (LAWRENCE; VANDECAR, 2015). Uma andlise de Lovejoy e Nobre (2018)
sugere que fatores como a mudanca climatica, o desmatamento e o uso generalizado
do fogo afetam o ciclo da agua e tem conduzido a eventos de secas extremas, com
temperaturas mais altas e reducao da precipitacéo, os quais, aliados ao aumento de
gueimadas, reduz a resiliéncia da floresta (MARENGO; SOUZA JR, 2018). A flora
pode ser afetada por varios fatores, incluindo incompatibilidade fisiol6gica e adaptativa
com as novas condicbes ambientais (AHUJA et al., 2010), capacidade reduzida ou
incapacidade de se dispersar para novos habitats (CORLETT; WESTCOTT, 2013), ou
alteracoes morfologicas e fenologicas desfavoraveis (CLELAND et al., 2007).

Grande parte dos esforcos de conservacdo dos biomas brasileiros tém se
concentrado em ecossistemas florestais (OVERBECK et al., 2015; FERNANDES,
2016a). Areas ndo florestais, como 0S campos rupestres permanecem pouco
recuperadas, apesar de avancos de atividades antropicas de degradacdo das
mesmas (FERNANDES, 2016b). Essas areas abrigam uma diversidade de
organismos que competem com as florestas em nimero de espécies e as supera na
proporcao de flora ameacada (FERNANDES et al., 2018). Campos Rupestres
ocupam uma area de menos de 0,8% da superficie do Brasil, porém abrigam mais de
15% de sua flora (SILVEIRA et al., 2016). Ao todo, esses dados sugerem que este
ecossistema é o hotspot mais critico de biodiversidade no Brasil (FERNANDES et al.,
2018).

O campo rupestre ferruginoso € caracterizado por apresentar vegetacao tipica
associada a afloramentos de canga ferrifera (PEREIRA, 2016). Nos estados de Minas
Gerais (Quadrilatero Ferrifero - QF) e Para (Serra de Carajas), sdo encontras as
cangas, que sao ecossistemas associados a crosta superficial de ferro (SKIRYCZ et
al., 2014). As cangas podem ser definidas como uma regido montanhosa, graminea-
arbustiva, com mosaico de vegetacdo propenso ao fogo com afloramentos de rochas
ferruginosas com faixas como itabiritos e couracas junto com &reas arenosas,
pedregosas e alagadas pastagens. Contém um mosaico de ambientes, dentre eles se

destacam a superficie rochosa, fendas e depressbes, capdes, pequenos lagos



temporérios e cavernas (JACOBI et al., 2007). As diversas condicbes ambientais
resultaram na evolucéo de plantas adaptadas a solos rasos, bem drenados e ricos em
metais pesados, mas pobre em nutrientes. Devido a canga ser um conglomerado de
microhabitats distintos, essa caracteristica contribui efetivamente para sua alta
biodiversidade (SKIRYCZ et al., 2014), com a de elevado endemismo edafico e refagio
de espécies raras (COLLEVATTI et al. 2009; BONATELLI et al. 2014; BARBOSA et
al., 2015). Diante disso, regides como as Serras de Carajas (PA) e o Quadrilatero
Ferrifero (MG) sdo reconhecidas como uma regides de “importancia biolégica
extrema” (DRUMMOND et al., 2005).

Dentre as espécies restritas aos campos rupestres do Quadrilatero Ferrifero
destaca-se Stephanopodium engleri Baill. Esta espécie pertence a Dichapetalaceae,
possui porte arbéreo, alcancando até cerca de 6 metros, ocorrendo em florestas
estacionais, foi considerada como "provavelmente extinta" em 1997 (MARTINELLI;
MORAES, 2013). Entretanto, em 2010, alguns individuos desta espécie foram
encontrados em localidade proxima ao municipio de Belo Horizonte-MG
(MARTINELLI; MORAES, 2013). Buscas extensivas na regido tém levado ao aumento
do numero de individuos, mas ainda reduzidas populacdes. Stephanopodium engleri
apresenta reduzida extensdo de ocorréncia inferior a 5.000 Km? (EOQO),e area de
ocupacéao estimada abaixo de 500 Km? (AOO). Além do mais, seu habitat é bastante
fragmentado e perturbado por atividades antropicas, como urbanizacdo e mineracao,
fazendo com que a espécie seja classificada na categoria "Em perigo” (EN), de acordo

com o Centro Nacional de Conservacéo da Flora (CNCFlora, 2012).

Mitigar a perda dessa espécie por meio da coleta de germoplasma contribui
para assegurar sua conservacao ex situ, além de subsidiar programas de reintroducao
de populacdes extintas ou ameacadas, favorecendo o estabelecimento de novas
comunidades da espécie (SCARIOT et al., 2005). No entanto, o conhecimento sobre
a propagacao, crescimento, necessidades de nutrientes e adaptacdes funcionais de
espécies endémicas, imprescindiveis para revegetacdo e conservacdo dessas
espécies, ainda sdo escassas (OLIVEIRA et al., 2015; CARVALHO et al., 2018). Os
métodos de propagacdo podem ser por meio de uso de sementes (propagacao
sexuada), ou por meio de uso de estruturas vegetativas (propagacao assexuada)
(FACHINELLO et al., 2005). A forma mais pertinente e econbmica de conservar e

propagar as espécies é por meio da obtencdo de sementes viaveis (DURR et al.,



2015). Dessa forma, o conhecimento da qualidade da semente e de como otimizar a
germinacdo e producdo de mudas de qualidade, etapa fundamental para a
conservacao da espécie, seja por meio ex situ ou introducdo em ambiente natural
(SALAZAR et al., 2015).

Estudos sobre caracterizacdo biométrica sdo consideradas ferramentas
importantes para a compreensao do processo germinativo (ABREU et al., 2005),
identificacdo botanica das espécies (AMARO et al., 2006) e auxilio no estudo do tipo
de disseminacdo e dos agentes dispersores das espécies (OLIVEIRA et al., 2018). O
estabelecimento de classificacdo de fruto e sementes por meio de variaveis
biométricas como o tamanho, possibilita uniformizar a emergéncia das plantulas, e por
conseguinte, formar mudas homogéneas e de qualidade (CARVALHO; NAKAWAGA,
2012). Sementes com variagdo de tamanho em uma mesma planta podem afetar a
gualidade fisiolégica das sementes (OLIVEIRA et al.,, 2009). Sementes maiores
tendem a ter mais reservas de energia e nutrientes do que sementes menores,
enquanto sementes menores apresentam maior probabilidade de dispersdo e
possuem a capacidade de formar bancos de sementes no solo (KHURANA; SINGH,
2004; KUMAR et al., 2015).

A tolerancia a dessecacdo e possibilidade de armazenamento € uma
caracteristica importante de sementes, sendo fundamental para o planejamento de
producdo de mudas (HAY; PROBERT, 2013). A tolerancia a dessecacdo das
sementes é caracteristica comum em diversas espécies e pode atuar como uma
estratégia de adaptacdo que permite a sobrevivéncia sob condi¢cdes estressantes do
ambiente, assegura a disseminacao da espécie e o armazenamento das sementes
por longos periodos em condi¢cbes controladas (MEDEIROS; EIRA, 2006). O grau de
tolerancia das sementes a desidratacdo pode caracteriza-las como tolerantes a
dessecacédo ou ortodoxas; ndo tolerantes a dessecacao ou recalcitrantes e ainda as
intermediarias, cujo comportamento durante a secagem e armazenamento apresenta
ora caracteristicas semelhantes as ortodoxas ora as recalcitrantes (MEDEIROS;
EIRA, 2006). As sementes ortodoxas podem tolerar o armazenamento de longo prazo
em temperaturas ambientes ou baixas temperaturas; enquanto as sementes
recalcitrantes ou ndo ortodoxas geralmente apresentam alto conteido de umidade e
nao toleram armazenamento de longo prazo, dessecagdo ou baixa temperatura
(RAMOS et al., 2019).
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Além da umidade remanescente nas sementes, a presenca de compostos de
reservas e outros compostos presentes na semente, sdo fundamentais para a
compreensao da propagacao de espécies. A composi¢do quimica da semente pode
influenciar a taxa e velocidade de germinacdo, o potencial de armazenamento e o
estabelecimento da plantula (MENDES; MENDONCA, 2020). Analises anatdmicas
sdo ferramentas importantes para verificar e localizar barreiras mecéanicas e/ou
quimicas nas sementes. Junto com as analises histoquimicas, permitem a
visualizacdo das alteracOes celulares e de tecidos relacionados com o0 processo
germinativo, bem como a mobilizacdo das reservas para o desenvolvimento da
plantula ap6s a germinacéo (OLIVEIRA et al., 2011; LOUREIRO et al., 2013).

Informacdes obtidas a partir de analises anatdomicas e histologicas podem
orientar a escolha mais adequada de métodos de superacdo de dorméncia, muitas
vezes necessarios em varias espécies (FERREIRA; FRANKE; MOCO, 2011). Afinal,
existem dois tipos de dorméncia: dorméncia exdgena causada por tegumento
impermeavel, desenvolvido durante a maturacdo, obstruindo a absorcdo de agua
(RAMOS et al., 2019); dorméncia enddgena, compreendendo dorméncia fisioldgica
ou morfologica, como embribes subdesenvolvidos ou indiferenciados (BRADBEER,
2013) e inibidores quimicos (SHU et al., 2016). Apesar dessas informacdes serem
imprescindiveis para sua conservagao, ndo existem estudos sobre a propagacao e

armazenamento de sementes para a espécie S. engleri.

1.1 OBJETIVOS

Caracterizar morfologicamente os frutos e sementes de S. engleri Baill. e
verificar a ocorréncia e distribuicdo por teste histoquimicos de metabdlitos nas
sementes. Desta forma, contribuir para os estudos de propagacao e conservacao da

espécie.

2 MATERIAL E METODOS

Os frutos maduros de S. engleri foram coletados em diferentes areas de
ocorréncia natural da espécie no Quadrilatero Ferrifero/MG. Os frutos recém
coletados foram encaminhados ao Laboratério de Cultivo de Plantas do Instituto

Tecnoldgico Vale Desenvolvimento Sustentavel em Belém/PA. Foram realizadas
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avaliacbes morfologicas e biométricas de frutos maduros e de sementes recém
despolpadas. A extracdo das sementes foi realizada de forma manual, seguida de
lavagem em agua corrente com auxilio de peneira. Posteriormente, as sementes

foram colocadas para secar ao ar livre em bandejas plasticas abertas.

2.1 CARACTERIZAC}AO MORFOLOGICA E BIOMETRICA DE FRUTOS E
SEMENTES

Para as anadlises biométricas foram selecionados aleatoriamente 300 frutos
totalmente maduros, dos quais foram extraidas as sementes. As sementes foram
mensuradas com auxilio de paquimetro digital, com precisdo de 0,01 mm. Foram
obtidas as seguintes caracteristicas: comprimento (C) aferido da base até o apice;
largura (L), aferido da maior extremidade horizontal; e espessura (E) medida na linha
mediana central. As sementes foram pesadas em balanca analitica com precisao de

0,0001 g para obtencéo da massa fresca dos frutos e sementes.

Para a descricdo morfologica, utilizaram-se frutos maduros, sadios, inteiros.
Foram observadas as estruturas e caracteristicas visuais dos frutos como coloracéao,
dimensdes, textura, deiscéncia e indumento. Das sementes se observou
caracteristicas externas como: dimensdes, cor e superficie do tegumento; forma,
posicdo do hilo, micropila e outras estruturas, quando presentes. Também foram
realizados registos fotograficos dos aspectos morfolégicos dos frutos e das sementes,

utilizando microscopia clara.

2.2 TEOR DE UMIDADE

O teor de umidade foi determinado em laboratério de acordo com as Regras
para Andlise de Sementes (BRASIL, 2009). Inicialmente as sementes foram colocadas
para secagem ao ar livre apOs retiradas dos frutos. Foram realizadas pesagens
periddicas durante 36 dias. Apos este periodo, as sementes foram consideradas com
teor de umidade estavel e levadas para armazenamento. Posteriormente, aps 90
dias, foi efetuada nova pesagem das sementes para verificacdo de variacdo no teor
de umidade. Em seguida, o teor de umidade remanescente nas sementes foi

examinado por meio da diferenca de massa antes e apds secagem em estufa a 105
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°C £ 3 °C por 24 horas, sendo utilizadas dois lotes com 25 sementes, contendo cinco
repeticdes para cada lote. A pesagem das sementes foi realizada em balanca analitica
de preciséo 0,0001 g e o teor de 4gua foi calculado na base do peso umido, conforme
mostrado na Eq. 1.

% de Umidade (U) = 100 = (P%p Eq. 1

P = Peso Inicial;

p = Peso Final,

2.3 CARACTERIZAGCAO ANATOMICA

A caracterizagdo anatdmica das sementes foi realizada por meio de cortes
transversais e longitudinais de sementes fixadas em FAA 70 (Formaldeido: &cido
acético: alcool etilico 70% 1:1:18) por 48 horas (JOHANSEN, 1940). Apds as 48 horas,
as sementes foram desidratadas estocadas em solucéo de alcool etilico 70%. Para
verificar a melhor forma de amolecimento das sementes, foram adicionadas 10
sementes em agua destilada fervente durante cinco minutos, permanecendo até a
agua esfriar totalmente. Outras 10 sementes foram inseridas em glicerina 50% durante
24 horas. Logo apos, as sementes dos dois tratamentos de amolecimento, passaram
por uma desidratacdo. A desidratacdo ocorreu em série etilica crescente (80%, 90%,
95%, P.A) por 1 hora em cada. A pré-infiltrac&o foi realizada com quantidades iguais
de alcool etilico 100% e resina durante 24 horas. Posteriormente, as sementes foram
infiltradas em resina pura durante 72 horas e emblocados em historesina (Historesin
- Leica®/3875) de acordo com o protocolo do fabricante. Em seguida, os blocos foram
polimerizados durante 24 horas em estufa a 60°C. Os blocos foram cortados em
seccOes de 5-7 um de espessura em micrétomo rotativo de avanco manual (RM 2145
— Leica®).

Para a caracterizacdo anatdbmica, os cortes foram corados com azul de toluidina
(O'BRIEN et al. 1964) durante 10 minutos e as laminas foram montadas em meio
aquoso. As observacdes e registros fotograficos anatdbmicos foram realizados em

microscépio 6tico (Zeiss Scope A.1) acoplado a uma camera digital AxioCam TCc 5.
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Para os testes histoquimicos foram realizados cortes em sec¢des transversais
e longitudinais das sementes emblocadas com auxilio de micrétomo rotativo de
avanco manual (RM 2145 — Leica). Também foram utilizados cortes de material fresco.
Os cortes foram montados com glicerina aquosa 50%. Os reagentes e corantes
utilizados foram: Lugol para detectar amido (JOHANSEN, 1940), Azul Brilhante de
Coomassie (FISHER, 1968) para visualizar proteinas, Sudan lll para detectar lipidios
(JOHANSEN, 1940), Cloreto Férrico para visualizacdo de compostos fendlicos
(JOHANSEN, 1940), e reagente de Dragendorf (SVEDSEN; VERPOORTE, 1983)
para detectar alcaloides. Todas as laminas histolégicas geradas foram observadas e
fotomicrografadas em microscopio 6tico (Zeiss Scope A.1) acoplado a uma camera
digital AxioCam TCc5.

2.4 ANALISES DE DADOS

Os dados biométricos dos frutos e das sementes foram analisados em classes
de frequéncia, onde foram realizados histogramas com as classes de dimensdes. As
analises foram realizadas utilizando o pacote Microsoft Office Excel. Testes de
Shapiro-Wilk foram realizados para avaliar a normalidade dos dados. As comparacdes
entre as dimensdes de frutos e sementes oriundas de frutos com uma ou duas
sementes foram realizadas por meio do teste t de Student (P<0,05) utilizando o
software estatistico SISVAR® versdo 5.7 (FERREIRA, 2011).

3 RESULTADOS

3.1 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA E BIOMETRICA DE FRUTOS E
SEMENTES

A espécie Stephanopodium. engleri apresenta frutos do tipo drupa, pouco
carnosa, geralmente bilocular, mesocarpo pouco polposo, endocarpo fino semelhante
a pergaminho, indeiscentes. A coloracdo do fruto varia com o grau de maturacao,
sendo amarelada quando maduro e atingindo coloracdo mais escura apds a
maturacdo (Figura 1A-B). As sementes possuem tegumento constituido pela testa,
mais externa, de coloracdo uniforme em tom de castanho (Figura 1C). Apresenta hilo
em depresséao, pequeno e oblongo (Figura 1D). A micropila mostra-se como um orificio

circular pequeno, visivel com lupa, localizado acima do hilo (Figura 1E-F).
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Figura 1: Fruto e semente de Stephanopodium engleri Baill. A: Fruto. B: Interior do fruto evidenciando
0 mesocarpo (polpa) e presenca de duas sementes. C: Endocarpo. D: Semente. E: detalhe da
superficie externa da semente (pergaminho). F: Detalhe da regido hilar. Barras: A-D= 2m; E-F= 1mm.

Fonte: Autores, 2022.
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Apesar de possuir frutos com estrutura bilocular, apds avaliacdo de 300 frutos
maduros de S. engleri, observou-se que 51,67% dos frutos produziram duas sementes
e aproximadamente 48% deles apenas uma semente (Figura 2). Também foi
observado a presenca de um fruto com 3 sementes (0,33%), mostrando-se com uma

ocorréncia eventual e rara neste estudo.

Figura 2: Percentual de sementes por fruto de Stephanopodium engleri.

3 sementes
0,33%

51,67%
2 sementes

Fonte: Autores, 2022.

Mais da metade dos frutos de S. engleri apresentaram uma reduzida variacao
de comprimento, possuindo em torno de 14,5+0,5 mm (52%); largura em torno de
13,5+1,5 mm (54%) e espessura de 10+0,5 mm (63%). Também foram observadas
pequenas varia¢cdes no tamanho de sementes, sendo o comprimento de 10+0,5 mm

(56%), largura de 5,5+1,5 mm e espessura de 4,5+0,5 mm; (56%) (Figura 3).
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Figura 3: Classe de tamanhos de frutos e sementes de Stephanopodium engleri. A-C: Frutos e D-F:

sementes.
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N&o foram observadas diferencas significativas entre as variaveis de tamanho

(comprimento, largura e espessura) para frutos com uma ou duas sementes (Tabela

1). De forma similar, ndo foram observadas diferencas significativas para o

comprimento e a espessura de sementes desenvolvidas em frutos com uma ou duas

sementes. No entanto, sementes mais largas foram observadas em frutos com

somente uma semente. Esta diferenca também foi observada na massa seca de frutos



17

e sementes (Tabela 1). Enquanto os frutos com duas sementes apresentaram valores
mais altos de massa, sementes mais pesadas foram observadas nos frutos que
desenvolveram somente uma semente, demostrando que a largura pode afetar a

deposicao de reservas.

Tabela 1: Caracteristicas biométricas de frutos de Stephanopodium engleri e sementes de acordo com
0 numero de sementes por fruto. Valores médios e (+) desvio padrao. Letras diferentes correspondem
a diferenca significativa (p-valor < 0.05) pelo teste de Tukey.

Uma Semente

Duas Sementes

Comprimento (mm) 1476+14a 1458 +1.2a

Fruto | argura (mm) 11.21+1.3a 115+12a
Espessura (mm) 778+x1l1la 738x12a

Peso Seco (g) 0.45+0.17b 0.57+0.22 a
Comprimento (mm) 1146+1.8a 11.66+1.8a

Semente | argura (mm) 6.23+1.3a 5.21+0.9Db
Espessura (mm) 591+13a 581+1.0a

Peso Seco (g) 0.22+0.01a 0.15+0.01b

Fonte: Autores, 2021.

3.2 TEOR DE UMIDADE

O valor médio para o peso de uma semente recém-colhida de S. engleri foi de
0,21+0,07 gramas. Uma rapida reducéo de peso foi observada quando mantidas em
ambiente aberto para perda de umidade, onde estas sementes alcancaram 0,13+0,05
gramas, ou seja, uma perda de 1, 06% do peso inicial por dia (Figura 4). Apés 90 dias
nestas mesmas condi¢des, o peso meédio alcancou 0, 11+0,01 gramas, com uma

perda de 0, 32% por dia.
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Figura 4: Massa das sementes de Stephanopodium engleri durante 90 dias de secagem ao ar livre.
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0,19 -
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Fonte: Autores, 2021.

A partir da analise do percentual de umidade com dois lotes de 25 sementes

aleatdrias de S. engleri armazenadas em ambiente de laboratorio por 90 dias (Figura

5). As sementes do lote 1 apresentaram uma média de umidade de 18,51+3,98%

(média + desvio padrdo). Enquanto o lote 2 a média de umidade foi de 21,76+7,60%.

Sendo, portanto, ndo significativo as médias comparada pelo teste Student (P>0,05;

P=0.97)
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Figura 5: Percentual de Umidade em Lotes de 25 sementes de Stephanopodium engleri.
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Fonte: Autores, 2021.

3.3 CARACTERIZAGAO ANATOMICA

Secbes longitudinais do envoltério seminal, no sentido hipocétilo-radicula,
mostram que a estrutura externa é fibrosa (Figura 6A-B) e composta por uma a duas
camadas de fibras libriformes com pontoacdes simples, consistindo em uma
interrupcdo da parede secundaria sobre a parede primaria (Figura 6C).

SecbOes longitudinais do cotilédone, no sentido hipocétilo-radicula,
evidenciaram a presenca de epiderme unisseriada (Figura 6D). O mesofilo cotiledonar
e predominantemente parenquimatico, exibindo  células  justapostas,
heterodimensionais com parede variando de lisa a levemente sinuosa (Figura 6D). O
endosperma apresenta células parenquimaticas justapostas, heterodimensionais e
parede celular lisa, variando de retas a levemente sinuosas, e com conteludo evidente
no lumen (Figura 6E). A regido hilar, possui protusdes do envoltorio seminal externo
e, No seu interior, apresenta células parenquimaticas, justapostas, de tamanhos e

formas variadas, e parede celular delgada (Figura 6F).
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Figura 6: Anatomia das sementes de Stephanopodium engleri Baill. A: Semente em vista longitudinal.
B: Envoltério seminal. C: Fibras do envoltério seminal. D: Cotilédones. E: Endosperma. F: Regiéo hilar.
Barras: A,B,D,E,F = 100pum; C= 20um.

Fonte: Autores, 2021.

As células da regido do envoltorio seminal reagiram positivamente para 0s
testes que detectam a presenca de alcaloides, compostos fendlicos e lipidios (Tabela
2 e Figura 7).

O cotilédone e o endosperma sdo predominantemente ricos em reserva,
reagindo positivamente para os testes histoquimicos que detectam a presenca de
graos de amido (Figura 7A, B e C), lipidios (Figura 7E e F) e proteinas totais (Figura
7G e H) no interior das células.
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Tabela 2: Testes histoquimicos das sementes de Stephanopodium engleri Baill. (-) negativo; (+)

positivo.
Regiéo
Reagente Composto Alvo Envoltério
_ Endosperma | Cotilédone
seminal
Dragendorff Alcaloide + - -
Lugol Gréaos de amido - + +
Cloreto férrico Composto + - -
fenadlico

Sudan Il Lipidios totais + + +
Azul brilhante Proteinas totais - + +

de Coomassie

Fonte: Autores, 2021.
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Figura 7: Histoquimica das sementes de Stephanopodium engleri Baill. A: Alcaloides. B, C: Graos de
amido. D: Compostos fendlicos. E, F: Lipidios totais. G, H: Proteinas. Barras: A-H= 100um.

Fonte: Autores, 2021.
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4 DISCUSSAO

4.1 CARACTERIZA(}AO MORFOLOGICA E BIOMETRICA DE FRUTOS E
SEMENTES

Estudos dos aspectos morfolégicos de fruto e semente sdo necessarios para
obtencdo de maior conhecimento da espécie (AMORIM, 1997), assim como, a
descricao morfoldgica realizada pode ser utilizada para a identificacdo de S. engleri.
Estudos sobre a morfologia dos frutos de S. engleri sdo escassos. Em estudo
realizado por Prance (1972), os frutos desta espécie foram descritos como de forma
irregularmente elipsoide, cerca de 1,5 cm de comprimento; epicarpo velutino-
ferruginoso; mesocarpo fino; endocarpo fino, 6sseo, bastante macio, glabro no interior.
Assim, o estudo atual contribui com novas informagdes sobre a coloracéo do fruto, o
tipo de fruto, que € o tipo indeiscentes, ou seja, ndo ha liberacdo das sementes na
maturidade. Também corrobora com as afirmacdes feitas por Prance (1972), frutos
como endocarpo fino semelhante ao pergaminho. Dessa forma, € crucial novos
estudos sobre o morfologia e biometria de frutos e sementes, por ser importante para
a taxonomia, na identificacéo de variedades e para verificar a ocorréncia de variacdes
fenotipicas (CARDOSO; LOMONACO, 2003; PINTO et al., 2003).

Em frutos que desenvolveram somente uma semente, a biomassa acumulada
na mesma foi superior, possivelmente devido a uma maior disponibilidade de
fotoassimilados. De forma similar, a reducéo de frutos por planta € uma pratica comum
aplicada em plantas cultivadas para obtencdo de frutos ou sementes de maior
gualidade (QUEIROGA et al., 2008). Sementes maiores normalmente possuem maior
suprimento metabdlico satisfatorio durante o seu desenvolvimento e pode favorecer a
velocidade de germinacédo das sementes (OLIVEIRA et al., 2009), pois possui embrido
bem formado e com maior quantidade de substancias de reserva como amido,
proteinas e lipidios (CARVALHO; NAKAGAWA, 2012).

Embora as caracteristicas morfologicas de frutos e sementes fornecam
informacBes importantes sobre o potencial de dispersdo, nem sempre elas séo
suficientes para determinar o modo de dispersao das espécies vegetais (DEMINICIS
et al., 2009). Stephanopodium engleri possui frutos do tipo drupa, com mesocarpo
pouco carnoso e sementes com presenca de tegumento, caracteristicas que
normalmente estdo associadas a atracdo por animais (PERES, 2011). Portanto, é

possivel que a dispersdo de sementes desta espécie possa ser zoocorica. Apesar de
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uma grande diversidade no modo de dispersdo de sementes das espécies que
ocorrem em campos rupestres, boa parte das espécies tém suas sementes dispersas
nas proximidades a planta-mée (SILVEIRA et al, 2016). No entanto, em fitofisionomias
de capdes, onde ocorrem as depressdes de canga dominadas por arvores, a zoocoria
torna-se a sindrome prevalente (JACOBI et al., 2011).

Os aspectos biométricos de frutos e sementes podem influenciar na
germinacao e na producdo de mudas, sendo, portanto, determinantes na tomada de
decisdo do momento de coleta de frutos e sementes (DRESCH et al., 2013),
especialmente para espécies ameacadas, como S. engleri. O diferente nimero de
sementes e a variagdo no tamanho de frutos e sementes observados neste estudo
podem estar associados a diferentes variaveis, desde intrinsecas a espécie ou
individuo, assim como a fatores ambientais. Variagcbes no nimero de sementes por
fruto podem estar associadas a i) quantidade e qualidade do pdlen que alcanca
estigma, podendo variar em funcao de fatores que vao desde a sua producéo a forma
com que € transportado. No entanto, a polinizacéo de S. engleri ainda é desconhecida
e pode depender de animais, vento ou mesmo ocorrer autofecundacéo; ii) fecundacéo,
dependente da capacidade do pdlen germinar e alcancar o 6vulo. Pode ser afetada
tanto pela viabilidade do pdlen quanto por fatores ambientais como disponibilidade
hidrica e temperatura (NETO, 2017); ii) numero de oOvulos fecundados que
apresentam desenvolvimento normal, o que pode ser determinado pela quantidade de
nutrientes e fotoassimilados disponiveis para os frutos e sementes (FREITAS et al.,
2009). Devido ao limitado conhecimento acerca do ciclo de vida/reproducéo de S.
engleri, ainda sdo necessarios outros estudos para evidenciar 0s possiveis eventos
gue levam a praticamente metade dos frutos de S. engleri desenvolveram somente

uma semente.

4.2 TEOR DE UMIDADE

As sementes de S. engleri apresentaram um elevado teor de umidade (cerca
de 20%) mesmo apO0s 0 armazenamento em ambiente arejado por 90 dias. Tais
valores de umidade em sementes sdo comumente observados em espécies que
possuem comportamento do tipo recalcitrante, onde elevados teores de umidade séo
mantidos ao longo do final da maturacdo e permanecem nas sementes ja maduras
(REGAZOLLI, 2019). Sementes recalcitrantes geralmente permanecem com 15% a

50% de umidade quando finalizado o processo de maturagao, portanto, ndo podem



25

ser secas pelos métodos tradicionais de secagem e, quando armazenadas com
elevado teor de agua, perdem a viabilidade em curto espaco de tempo (GOLDFARB,;
QUEIROGA, 2013). Uma das principais causas da perda do poder germinativo
durante o processo de armazenamento, € o elevado teor de agua na semente
(REGAZOLLI, 2019). Sendo assim, o teor de agua encontrado nas sementes de S.
engleri demonstra ser desfavoravel ao armazenamento. Dessa maneira, evidencia
uma das dificuldades de manter uma alta viabilidade das sementes endémicas
coletadas, para garantir a producdo de mudas de qualidade (RAMOS et al., 2019).
Afinal, as atividades fisiol6gicas estdo associadas ao grau de umidade, podendo ter
seu processo acelerado ou minimizado em fungédo do teor de agua (REGAZOLLI,
2019).

O armazenamento das sementes deve ser iniciado na maturidade fisiologica, e
0 maior objetivo é manter a qualidade desse produto biolégico durante o periodo de
estocagem (VILLELA; PERES, 2004). Devido a curta longevidade das sementes
recalcitrantes, o armazenamento é restrito, necessitando proceder a semeadura logo
apos a extracdo dos frutos, ocasionando na concentracdo de oferta de mudas em
periodos do ano desfavoraveis ao plantio (FONSECA; FREIRE, 2003). Diante disso,
a conservagdo de sementes recalcitrantes por armazenamento apresenta grandes
dificuldades, decorréncia da sensibilidade em relacdo a dessecacédo, tendo que no
processo de armazenagem a manutencdo da alta umidade. Nessa condicdo as
sementes permanecem com intensa atividade metabdlica, consumindo as reservas e
diminuindo a longevidade. Além disso, as sementes ficam mais propicias ao ataque

de microorganismos e a germinacédo (COSTA, 2009).

4.3 CARACTERIZAGAO ANATOMICA

As sementes de S. engleri possuem um envoltorio seminal (pergaminho) fibroso
com uma abertura (hilo) que é geralmente a regido de maior permeabilidade da
semente em funcdo da menor espessura dos tegumentos (LIMA et al., 2006). Este
tecido impede a passagem de agua e gases, restringindo fisicamente o crescimento
do embrido (OLIVEIRA et al., 2012). Em muitas espécies este tipo de envoltorio
seminal fibroso pode estar associado a dorméncia de sementes ou influenciar
negativamente no seu processo germinativo através da reducdo da velocidade ou
homogeneidade da germinagao (GALASTRI, 2008). A presenca do hilo nas sementes,

conforme observado em S. engleri, atua como uma valvula higroscopica, abrindo
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guando a semente é envolvida por ar seco e fechando quando o ar ao seu redor
umedece (CARVALHO; NAKAGAWA, 2012). Este hilo também desempenha um papel
importante na emergéncia de plantulas, permitindo a entrada de agua durante a
embebicdo e as trocas gasosas efetuadas durante o processo de armazenamento
e germinacao (LIMA et al., 2006).

Quanto as caracteristicas internas, a semente de S. engleri apresenta tecido
de reserva dicotiledonar, com cotilédones carnosos que armazenam substancias
nutritivas e ocupam o maior volume da semente (LIMA et al., 2006). Sementes deste
tipo apresentam elevada velocidade na mobilizagdo das reservas dos cotilédones
(fonte) e sua translocacéo para outros 6rgaos (dreno) e grande potencial germinativo
e alto vigor inicial (CORTE et al., 2006). Esse processo ocorre porque a germinacao
da semente é iniciada com as reservas proprias do embrido e depois mantida com o
consumo dos componentes dos tecidos de reserva, pela atividade enzimatica e pelo
fluxo dos componentes sollveis as regides de crescimento onde ha rapido consumo
(CARVALHO; NAKAGAWA, 2000).

A presenca de compostos fendlicos no envoltério seminal das sementes de S.
engleri pode atuar como uma barreira quimica que reduz a troca com o ambiente
externo. Conforme estrutura quimica e localizacao celular destes compostos, podem
também conferir rigidez e resisténcia fisica ao tecido vegetal (PEREZ-JIMENEZ;
TORRES, 2011). Além disso, os compostos fendlicos apresentam a funcao de inibir
herbivoros, pois em altas concentracdes reagem com enzimas do trato digestivo
destes animais, tornando-se impalataveis (MONTEIRO et al, 2005). Também podem
contribuir na protecdo do embrido (OLIVEIRA et al., 2011) e na defesa contra
patdgenos (TAIZ; ZEIGER, 2009). Por outro lado, estes alcaloides presentes nas
sementes de S. engleri podem também representar importantes fontes de nitrogénio

gue serao usados durante a germinacao (ISAH, 2019).

Sementes que possuem grande quantidade de reserva estocada, tais como
amido, lipidios e proteinas em seus cotilédones, como observado na S. engleri,
possivelmente dardo origem a plantulas com maior vigor inicial, a depender da
guantidade e do tipo de substancias armazenadas (CARVALHO; NAKAGAWA,
2000). A semente se encontra em estado de repouso antes da germinacao, onde a
taxa respiratéria € bastante reduzida, junto com a necessidade de proteinas ativas

(LARCHER, 2003). Com introducédo de agua na semente, tem o inicio a atividade
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hidrolitica, proporcionadas pelas enzimas sintetizadas durante a maturacdo da
semente, havendo novamente a sintese de hidrolases a qual envolve atuacdo do
mecanismo de sintese de proteinases, simultaneamente ocorre a recuperacao do
metabolismo oxidativo, processos ativados e sincronizados ao longo da hidratagéo.
Assim, podera haver em S. engleri um pequeno aumento nos teores proteicos nos
cotilédones ou no endosperma em fung¢do da demanda energética e estrutural pelos
processos iniciadores da germinagao (AFFENZELLE et al., 2009; HAIDER et al., 2012;
BLOOM et al., 2012).

Do ponto de vista bioquimico, o vigor da semente envolve biossintese de
energia e compostos metabdlicos, tais como proteinas, 4cidos nucleicos, carboidratos
e lipideos, associados com a atividade celular, integridade das membranas celulares
e com transporte e utilizacédo das substancias de reserva (AOSA, 1983). Sendo assim,
tanto o vigor quanto o potencial de armazenamento das sementes de S. engleri podem
ser influenciadas pelos teores dos compostos presentes e, de modo geral, quanto
maior o teor de reservas nas sementes, maior sera o vigor das plantulas originadas
(CARVALHO; NAKAGAWA, 2000). Os futuros estudos dos efeitos do vigor das
sementes sobre os estadios iniciais do desenvolvimento das plantas de S. engleri séo
importantes, ja que podem ser influenciados pelos teores de proteina, lipidio, acucar
e amido, atuando na velocidade de emergéncia, producdo de biomassa seca e
nas taxas de crescimento das plantas (SCHUCH et al., 2000; MELO et al.,
2006).

5 CONCLUSAO

A espécie S. engleri apresenta mais da metade de seus frutos com duas
sementes. Sementes mais largas sao encontradas em frutos com uma semente. O
elevado teor de umidade nas sementes armazenadas, € uma grande dificuldade para
0 armazenamento prolongado de S. engleri, pois sementes recalcitrantes néo toleram
dessecacéo.

As sementes de S. engleri possuem um envoltério seminal (pergaminho) fibroso
com uma abertura (hilo), estruturas importantes para emergéncia de plantulas. Ja as
principais substancias encontradas nas estruturas da semente, como amido, lipidios
e proteinas, podem contribuir para o entendimento do vigor e do desenvolvimento das

plantas de S. engleri.
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