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1 - INTRODUCAO:

Avancos nos desmatamentos no Estado do Parana provocaram uma reducao drastica das
florestas nas regides Norte e Noroeste do Estado, restando atualmente menos de 1% da
cobertura vegetal original. Os fragmentos de florestas que restam nessas regides estdo, na sua
maioria, limitados a areas proximas ao leito do rio Parana e no conjunto de ilhas que formam
o0 arquipélago do Rio Parana (CAMPOS e SOUZA, 1997).

As matas estacionais e suas espécies estdo entre as mais ameacadas, considerando que a
América do Sul abriga cerca de 46% das florestas estacionais tropicais (deciduais e semi-
deciduais) do mundo (SCARIOT e SEVILHA, 2000).

A regido Noroeste do Parana possui 4rea de 35.108 km? dos quais, aproximadamente
26.400 km?, constituem as formag®es de solos originados do Arenito Caiué. Esta regido teve
sua colonizagdo iniciada na década de 1940, quando agricultores de outros Estados brasileiros
comecaram a desbrava-la, atraidos pela fama da boa qualidade de seus solos, especialmente
para a cultura do café (ciclo econ6mico dominante na época). A ocupacao das terras da regido
foi rapida e pouco foi observado quanto a necessidade de se preservar um minimo de
cobertura vegetal (MAACK, 2002).

Com o objetivo de resguardar amostras significativas do ecossistema da regido, em
1994 foi criada a Unidade de Conservacdo (UC) Estadual Estacdo Ecoldgica do Caiua
(E.E.Caiud), no Municipio de Diamante do Norte, regido noroeste do Estado do Parana.
Pertence a Bacia Hidrogréfica do Baixo Rio Paranapanema, com parte da area ocupando as
margens do Reservatdrio da Usina Hidroelétrica de Rosana (UHE Rosana), e parte o trecho
I6tico, remanescente do Rio Paranapanema, sendo considerada um dos maiores
remanescentes da Floresta Estacional Semidecidual no Arenito Caiud, com grande
diversidade de flora e fauna (IAP, 2007).

Germinacao e estabelecimento da plantula

O clima exerce grande influéncia na dindamica de populacdes vegetais, notadamente em
relacdo aos ritmos fenoldgicos e ao estabelecimento de plantas. O estudo do desenvolvimento
inicial das plantas e dos padrbes de reparticdo de biomassa contribui para entender o
funcionamento das formacoes de floresta estacional (RAMOS et al., 2004). Entre as funcdes
que contribuem para a permanéncia das espécies em seus habitats estdo a reproducéo,
disperséo e a sobrevivéncia do germoplasma (FENNER, 1985).

O periodo de desenvolvimento inicial de uma planta é considerado critico no ciclo de

vida de muitas espécies vegetais, e um fracasso no processo adaptativo neste estagio pode
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levar a espécie a extincdo (AMO-RODRIGUES e GOMEZ-POMPA, 1979). Em razéo disso,
muitos estudos sobre plantula tém merecido atencdo dos pesquisadores, principalmente
aqueles relacionados a sua morfologia e a germinagdo de sementes, as quais fornecem
subsidios Uuteis para os trabalhos em viveiros, sobre armazenamento de sementes e
regeneracdo de florestas (SOUZA e OLIVEIRA, 2004).

A plantula é sensivel, extremamente vulneravel a perturbacdes provocadas por fatores
abidticos e bioticos tais como clima, competi¢bes intra e interespecifica além da acédo
antropica (FERREIRA et al., 2001). No inicio do desenvolvimento, as plantulas possuem
limitado sistema radical e a capacidade de exploracdo do solo por agua e nutrientes minerais
é um fator que interfere na competitividade dos individuos, favorecendo ou dificultando o
recrutamento das plantas co-ocorrentes. Este recrutamento esta diretamente relacionado com
0 crescimento das raizes, estratégias de captacdo de nutrientes e com as condi¢des
(luminosidade, fertilidade do solo) do sitio onde a plantula se fixou.

A germinacdo é um processo complexo e depende de diversos fatores, como
temperatura, luz, agua e composicdo de gases na atmosfera (CABRAL et al, 2003). A
embebicdo é um processo meramente fisico, que em sementes vidveis constitui a primeira
etapa da germinacdo, promove a reativacdo do metabolismo do tecido embrionario. A
velocidade de absorcdo de agua pela semente varia com a espécie, permeabilidade do
tegumento, disponibilidade de &gua no solo, temperatura, pressdo hidrostatica, area de
contato semente/agua, forcas intermoleculares, composi¢do quimica dos tecidos de reserva e
condicdo fisiologica (MAYER e POLJAKOFF-MAYBER, 1979; POPINIGIS, 1985).

O efeito da temperatura sobre a germinacdo tem especial importancia para a ecologia de
populacdes. Para 0s esporos e sementes serem capazes de germinar, a temperatura ambiental
deve corresponder as condigdes ideais para o desenvolvimento das plantas jovens
(LARCHER, 2000). Além disso, o efeito da temperatura na germinacdo pode ser avaliado a
partir de mudancas ocasionadas na porcentagem, velocidade e frequéncia relativa de
germinacédo ao longo do tempo de incubagdo (LABOURIAU e PACHECO, 1978). A faixa de
temperatura 6tima € aquela onde acontece a germinabilidade méaxima, registrando-se a maior
porcentagem de germinag¢do no menor tempo médio (LABOURIAU, 1983).

A disponibilidade de luz em ambientes florestais ¢ o fator que influencia o
desenvolvimento das plantas. Em funcdo da resposta das plantas a esse fator, as espécies
podem ser agrupadas em dois grandes grupos: espécies pioneiras (heliofitas) que requerem
radiacdo solar direta para a germinacdo e o crescimento satisfatorio de suas plantulas, e

espécies climax (umbrofilas) que sdo tolerantes ao sombreamento inicial, podendo germinar,
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sobreviver e desenvolver-se sob dossel fechado, com pouca luz (SWAINE e WHITMORE,
1988).

A quantidade e a qualidade espectral da luz, disponiveis para a germinacao de sementes
séo distintas nas diferentes situagOes da floresta tropical natural. A luz tanto pode promover
quanto inibir a germinacdo, até mesmo em sementes da mesma espécie (ZAIA e TAKAKI,
1998).

Experimentos de germinagdo em condigOes naturais tém mostrado que a luz difusa da
floresta, filtrada pelo dossel, é inibidora para sementes fotossensiveis, pelo fato desta luz ser
rica em vermelho-extremo (VE) (SMITH, 1973). Dessa forma, a luz filtrada pelo dossel,
apresentando baixa relacdo V/VE mantém baixo fotoequilibrio de fitocromo, inibindo a
germinacgdo de sementes de plantas heliéfilas quando se disseminam sob o dossel da floresta
(VAZQUES-YANES e OROZCO-SEGOVIA, 1993 apud ZAIA e TAKAKI, 1998; CASAL e
SMITH,1989).

Parametros fisioldgicos do crescimento vegetal

As biomassas aérea e radicular sdo varidveis importantes na avaliacdo do
desenvolvimento das plantas e na sua capacidade de aclimatacdo a diferentes regimes de
sombreamento e na tolerancia a periodos secos. Para o estabelecimento de protocolos que
permitam a utilizacdo de espécies nativas em programas de recuperacao de areas degradadas,
assim como para plantios comerciais, fazem-se necessarios estudos de ecofisiologia em
condi¢cbes de campo, em condi¢cdes controladas de laboratério e em condi¢bes semi-
controladas em viveiros e casas de vegetacdo (RAMOS et al., 2004).

Os pigmentos fotossintéticos sdo essenciais para o desenvolvimento das plantas, pois
sdo responsaveis pela captura da energia solar incidente necessaria para a fotossintese e
producdo de biomassa. Desta forma a quantificacdo da clorofila pode determinar o estado
fisiolégico da planta e estimar a sua produtividade (FERRI et al., 2004). Pouco séo os estudos
referentes a quantificacdo do teor de clorofila e particdo de fotoassimilados em plantas
nativas, havendo, portanto a necessidade da realizacdo de pesquisas nessa area.

Caracteristicas foliares sdo frequentemente citadas como principais indicadores no
relacionamento do uso de recursos pelas plantas, biomassa e funcionamento do ecossistema
por serem de fécil quantificacdo e estarem fortemente relacionadas a fisiologia das plantas
(CRAINE et al, 2001 e GARNIER et al, 2001).

Interacdo entre as plantas

Além dos fatores abioticos citados acima para o estabelecimento de uma nova planta,

tem-se também o efeito de compostos do metabolismo secundario produzidos pela prépria

planta ou por outras que se encontram préximas, processo esse conhecido como alelopatia.
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Segundo Ferreira e Aquila (2000) a alelopatia é definida como o efeito direto ou
indireto, danoso ou benéfico que uma planta exerce sobre outra pela producdo de compostos
quimicos liberados no ambiente.

O possivel efeito alelopéatico de espécies nativas tém sido estudado por diversos autores
como Maraschin-Silva e Aquila (2006); Borella e Pastorini (2009); Gatti et al. (2010); Souza
et al. (2010) e Lima et al. (2011), possibilitando maior conhecimento sobre a interacao entre
as plantas nativas e das implicacdes da coexisténcia entre as espécies e na sucessdo florestal
(PENG et al., 2004). Alguns autores sugerem que os efeitos alelopaticos podem também
contribuir para promover uma mudanca na densidade e dominancia espacial de populacGes de
plantas (INDERJIT e CALLAWAY, 2003). No entanto, pesquisas sobre a acao alelopatica de
espécies nativas ainda € incipiente no Brasil, considerando-se a extensdo territorial e a
diversidade floristica (MARASCHIN-SILVA e AQUILA, 2006).

Estudo morfoanatdémico das plantulas e filogenia

A morfologia de plantulas tem papel relevante no estudo de uma vegetacao, seja para
compreender o ciclo de vida e processos de germinacao e crescimento de suas espécies, seja
para obtencdo de mudas ou mesmo para classificar plantulas com finalidade taxonémica
(COMPTON, 1912; DUKE, 1965; NG, 1973, 1978). A investigacdo morfoldgica de
plantulas, todavia, geralmente ndo inclui a anélise estrutural de seus 6rgéos, o que dificulta a
compreensdo do processo de estabelecimento de plantulas em uma determinada vegetacao
(SOUZA et al., 2007).

O estudo morfoldgico e anatdmico de pléantulas de espécies nativas de matas é
escasso, podendo ser mencionadas as investigacdes de algumas espécies de Bignoniaceae,
Fabaceae, Malvaceae e Meliaceae (SOUZA et al., 2009).

De acordo com Ng (1978), Amo Rodriguez e Gomez-Pompa (1979), Duke e Polhill
(1981) e Parra (1984) a combinacdo de caracteristicas da semente e do individuo adulto,
representada na plantula, pode fornecer numerosos indicios para a identificacdo das espécies
no campo ou em amostras de sementes. Neste contexto e, no caso da Regido Noroeste do
Estado do Parand, que apresenta menos de 1% de cobertura vegetal nativa, a descricdo
morfoldgica e anatbmica de plantulas que ocorrem em remanescentes € conhecimento
fundamental para o entendimento da dindmica sucessional e, podem auxiliar nas estratégias
para revegetacao de muitas areas semelhantes.

Convém citar alguns estudos no Brasil sobre a morfologia de plantulas de espécies de
mata realizados por Kuniyoshi (1983), Beltrati et al. (1985), Beltrati e Brunini (1988);
Beltrati e Paoli (1989), Beltrati (1991); Souza e Moscheta (1992), Oliveira (1993), Moscheta
(1995), Carmello-Guerreiro (1996), Oliveira (1999), Oliveira (2001) e Silva ( 2001).
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Entretanto, estudos de anatomia sdo escassos, 0 que dificulta eventualmente a compreenséo
de todo o processo de desenvolvimento estrutural, fisioldgico e ecoldgico de plantas florestais
nos seus estagios iniciais (MOURAO et al., 2002).

O estudo da morfologia das plantas nas primeiras fases de desenvolvimento permite a
observacdo de estruturas transitorias, as quais desaparecem com a passagem para a fase
adulta (RICARDI et al. 1977). De acordo com Mourdo et al. (2002), na literatura botanica
brasileira encontram-se trabalhos de morfologia de pléantulas de espécies nativas, porém sao
raros os trabalhos com estudos anatémicos. Isso dificulta a compreensdo do processo de
desenvolvimento estrutural, fisiologico e ecologico de plantas florestais nos seus estadios
iniciais.

Pesquisas que comparam a fisiologia, anatomia e ecologia das espécies tém oferecido
algumas das melhores apreciacGes sobre as limitaches adaptativas e evolucionarias em
plantas (HOFFMANN, et al., 2008).

A comparacdo dos aspectos morfoanatbmicos, juntamente com os fatores que
determinam o sucesso no estabelecimento das diferentes espécies nativas encontradas na
Estacdo Ecoldgica de Caiud, ird contribuir nas analises das possiveis relacdes filogenéticas

das plantas a serem estudadas.

2 - QUALIFICACAO DO PRINCIPAL PROBLEMA A SER ABORDADO:
Interesse ecoldgico e botanico

A E.E.Caiua é um dos maiores patrimonios do noroeste do Paran, apresentando grande
diversidade de flora e fauna, sendo considerada como um dos ultimos remanescentes da
Floresta Estacional Semidecidual no Arenito Caiud, porém, necessita de acGes, embasadas em
pesquisas para manutencdo de sua diversidade (IAP, 1997).

Desta forma, estudos que investigam a composicdo floristica e a ecologia das
comunidades vegetais sdo fundamentais para embasar quaisquer iniciativas de preservacao e
conservagdo de remanescentes florestais, bem como para o desenvolvimento de modelos de
recuperacdo de areas degradadas. Estes dados tornam-se de maior valor se considerado que a
Estagcdo encontra-se na regido de maior degradacéo florestal do Estado. Assim, muitas das
informacdes acerca da maneira como se organizava e funcionava a floresta foram perdidas,
dificultando, no presente, a elaboracdo de propostas de recuperacdo de areas degradadas.

A necessidade de recomposicdo de ecossistemas degradados demanda o
desenvolvimento de tecnologias de produgdo de mudas nativas, envolvendo a identificacdo

botanica das espécies, metodos de colheita, beneficiamento e armazenamento das sementes,
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conhecimento dos mecanismos de dorméncia e germinacdo das sementes, do melhor
substrato e manejo de mudas.

A obtencgdo de sementes é a parte mais importante no processo de producdo de mudas
de esséncias nativas para reflorestamentos, sendo que o periodo juvenil pode ser considerado
0 mais critico do ciclo de vida de muitas espécies. Os resultados sobre a velocidade de
germinacédo de sementes, aliados aos dados de morfologia e desenvolvimento de plantulas sao
Uteis no trabalho em viveiros e em pesquisas sobre armazenamento de sementes e
regeneracgéo de florestas.

Nas Ultimas décadas houve um grande aumento de pesquisas na area de analise de
sementes florestais, devido ao crescente interesse econdmico e conservacionista, no entanto,
as espécies florestais nativas representam menos de 0,1% das recomendagdes contidas nas
Regras para Analise de Sementes (RAS), o que ilustra a falta de informacgdes sobre estas
espécies. Entretanto, faltam informacdes sobre o estabelecimento das plantulas no ambiente e
estudos sobre pigmentos fotossintéticos e particdo de fotoassimilados, sendo necessario maior
estudo sobre o crescimento inicial das plantas nativas.

Estudos dos processos fisioldgicos da semente e posterior estabelecimento de plantulas
nativas sdo efetivamente o ponto de partida para recuperacdo de areas degradadas e
manutencdo dos ecossistemas florestais. Além disso, apesar da relevancia dos pigmentos
fotossintéticos para a atividade fotossintética das folhas, ainda faltam trabalhos que
relacionem as variacBes sazonais e suas concentracBes nas espécies vegetais e padrdes
fenoldgicos.

As florestas tropicais sdo conhecidas por sua alta diversidade e interacGes de todos os
organismos com os fatores bidticos e abiodticos nestas florestas, sendo responsaveis pelos
complexos processos de organizacdo da comunidade. Entre os fatores bidticos que
determinam a estrutura e dindmica da comunidade estdo as interagcdes positivas e negativas
entre as plantas, devido a presenca de compostos provenientes do metabolismo secundario,
(SOUZA et al., 2010), que sédo denominadas de alelopatia.

Muitos estudos sobre alelopatia tém sido focados em espécies invasoras e plantas de
interesse agrondmico, principalmente no que se refere ao possivel potencial herbicida das
plantas produtoras de compostos alelopaticos. Pouco € conhecido sobre a interferéncia
alelopatica em biomas brasileiros e a sucessdo de espécies (GATTI et al., 2010), sendo
necessario maior conhecimento sobre essas interagdes planta-planta entre espécies nativas,

especialmente em florestas estacionais presentes no Noroeste do Parana.

Interesse econémico
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A partir dos dados botanicos sera possivel o0 melhor manejo das espécies, contribuindo
para a obtencdo de mudas de melhor qualidade. Neste projeto sera utilizado o p6 de MDF
como substrato, o que pode se tornar uma alternativa no cultivo de plantas e produgéo de
mudas nativas. Estas informacgdes servirdo de apoio para viveiristas, produtores rurais e
Orgdos governamentais.

Além disso, pouco se conhece sobre o potencial fitoquimico e medicinal da vegetacao
nativa do Brasil, inclusive da flora nativa da Estacdo Ecoldgica de Caiua, sendo uma Floresta
Estacional Semidecidual. O estudo dos compostos quimicos contribuird para determinar as

espécies com possivel potencial medicinal ou fitotoxico.

3- OBJETIVOS E METAS A SEREM ALCANCADOS:

Objetivo geral:

Gerar informacfes sobre a flora da Estagdo Ecoldgica de Caiua, ao analisar o
estabelecimento de espécies florestais nativas do Parand, considerando a germinacdo das
sementes, crescimento e morfologia das plantulas, bem como os aspectos relacionados ao

estudo fitoquimico e possivel potencial medicinal.

Objetivos especificos e Metas a serem alcan¢adas:

- Identificar as plantas coletas quanto a espécie, género e familia e incorporar ao Herbario da
UEM.

Meta: Obter a identificacdo das espécies florestais nativas, 0 que é essencial para posterior
publicacdo dos resultados, estando as plantas mantidas no HUEM. Além disso, o
levantamento das espécies e familias existentes contribuira para as analises de relacdes

filogenéticas.

- Analisar a capacidade de germinacdo de espécies florestais nativas, bem como os fatores
abidticos ideais para a germinagé&o.
Meta: Obter informagOes sobre os fatores que influenciam a germinacdo das diferentes

espécies florestais nativas da Estacdo Ecologica de Caiud.

- Avaliar o crescimento de espécies florestais nativas, obtidas a partir da germinacdo das
sementes e mantidas em casa de vegetacdo, a partir da obtencdo da massa fresca e seca da

parte aérea e raizes e area foliar;
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Meta: Estabelecer os parametros necessarios no crescimento das espécies nativas a serem

estudadas.

- Determinar o potencial germinativo das sementes nas diferentes espécies arboreas, sob
diferentes niveis de fosforo no solo e associagdo micorrizica;
Meta: Estabelecer a influéncia dos niveis de fosforo na associagdo micorrizica e destes

fatores sobre a germinacdo das sementes.

- Verificar a relagdo de dependéncia e responsividade das plantulas a associagdo micorrizica;
Meta: Verificar a necessidade e a dependéncia, no estabelecimento das plantas nativas, a

associacdo micorrizica.

- Determinar a capacidade fotossintética e quantificar os pigmentos fotossintéticos durante o
crescimento das plantas em estudo;
Meta: Considerando as condi¢cbes em casa de vegetacdo, procura-se obter informacoes

sobre os parametros fotossintéticos durante o crescimento das plantas.

- Realizar estudo morfoanatdmico das plantulas obtidas a partir da germinacéo das espécies
florestais;

Meta: Obter informacOes sobre a morfologia e anatomia das pléantulas, oriundas da
germinacdo em placas de Petri e casa de vegetacdo, estabelecendo relagcdes entre as
diferentes espécies florestais nativas e respectivas familias botanicas da Estacdo Ecoldgica

de Caiua.

- Verificar a interacdo planta-planta, especialmente em relacdo efeito alelopatico das
espécies nativas da Estacdo Ecologica de Caiud;

Meta: Obter informacGes sobre interacdo planta-planta diferentes espécies florestais nativas
da Estagcdo Ecoldgica de Caiud e como isto interfere no estabelecimento das plantas,

regeneracdo das espécies e na sua distribuicdo na comunidade.

- Analisar alteragGes anatémicas das plantulas obtidas a partir de sementes submetidas aos
extratos vegetais com possivel acdo alelopatica.
Meta: Espera-se obter informac6es sobre as alteragdes anatbmicas das plantulas obtidas

dos testes alelopaticos e a interferéncia dos extratos utilizados na morfogénese das plantas.
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- Determinar os compostos quimicos presentes em algumas das espécies estudadas;
Meta: Observar 0s principais compostos quimicos presentes nas espécies a serem estudadas
e como estes compostos, interferem na dindmica populacional, principalmente nas interacdes

planta-planta.

- Analisar o possivel potencial medicinal das espécies nativas em estudo, a partir dos dados
fitoquimicos obtidos;
Meta: Os resultados fitoquimicos, possibilitardo verificar o potencial medicinal das

espécies nativas

3—METODOLOGIA A SER EMPREGADA:

3.1- Area de estudo

A Estacdo Ecoldgica de Caiud, com uma area de 1.427,30 ha, localiza-se na regido
noroeste do Estado do Parand, no municipio de Diamante do Norte, com coordenadas
aproximadas entre 52° 49’ a 52° 53°W e 22° 34°a 22° 37’ S (Fig. 1) e altitude que varia de 240
a 380 m. (IAP, 1997). Pertence a Bacia Hidrogréafica do Baixo Rio Paranapanema, com parte
da area ocupando as margens do Reservatério da Usina Hidroelétrica de Rosana (UHE
Rosana), e parte o trecho l6tico, remanescente do Rio Paranapanema (1AP, 2007).

Segundo a classificacdo climatica de Koeppen, a regido Noroeste do estado do Parana
apresenta clima do tipo Cfa - mesotérmico, imido, sem estacao seca e com verdes quentes. A
temperatura média do més mais frio é abaixo de 18°C e a temperatura média do més mais
quente é acima dos 22°C (MAACK, 2002). A precipitacdo média anual € de 1.200-1.400 mm,
sendo o trimestre mais chuvoso, dezembro, janeiro e fevereiro. A temperatura média anual
esta entre 21 e 22°C, sendo a média do més mais quente (fevereiro), 24 a 25°C, e do més mais
frio (julho), 17 a 18°C. A umidade relativa do ar (média anual) é de 75%. (IAPAR, 2009).

A formagéo da maioria dos solos da E.E.Caiud, esta representada pelo Arenito Caiua-
série S0 Bento-Cretaceo; ocorrem também solos derivados de sedimentos fluviais nas
porcGes adjacentes ao Rio Paranapanema, ocorrendo predomindncia de Latossolos
Vermelhos, Argissoloss Vermelhos, Argissolos Vermelhos-Amarelos e Neossolos
Quartzarenicos, respectivamente (1IAP,1997; EMBRAPA, 1999).
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Figura 1. Localizacdo da Estacdo Ecolégica do Caiua, Municipio de Diamante do Norte,

Estado do Parana — Fonte: IAP (1997).

3.2- Procedimentos de Campo e Laboratorio

3.2.1. Coleta do Material Botanico

Para coleta e identificacdo do material vegetal, que serdo utilizados nos experimentos a

campo e laboratorio, serdo escolhidos alguns trechos com cobertura florestal mais preservada,

incluindo as areas riparias do reservatério da Hidrelétrica de Rosana (Rio Paranapanema) do

ribeirdo Diamante e ribeirdo Concei¢do. O material botanico sera coletado em campanhas

mensais. As coletas serdo realizadas através de embarcacBes motorizadas para vegetacéo

marginal e caminhas aleatérias dentro da mata. Serdo coletadas partes reprodutivas do

material botanico, com ajuda de tesoura de poda manual e tesoura de poda alta. Estas

amostras serdo levadas para os laboratorios de Botanica da E.E.Caiua e Universidade

Estadual de Maringa, onde serdo herborizadas de acordo com técnicas usuais (FIDALGO;
BONONI, 1989) e depositados no HUEM (Herbério da Universidade Estadual de Maringa).
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A identificacdo em familia, géneros e espécies seguird padrdes da taxonomia classica,
feita com base em caracteres morfoldgicos, utilizando-se sempre que possivel varios
exemplares, com auxilio de literatura especifica.

Os dados das identificacOes serdo organizados por categorias taxonémicas e elaborada
uma lista das espécies, organizadas em familias, géneros e espécies e listadas em ordem
alfabética. Sempre que possivel serdo listados também o nome popular, porte (FONT QUER,
1985), além do numero de registro no herbario da Universidade Estadual de Maringa
(HUEM).

As saidas de campos ocorrerdo uma vez por més, em que folhas, frutos e sementes
maduros serdo coletados e transportados para o Laboratorio de Botanica e de Fisiologia

Vegetal da UEM para os procedimentos de analises laboratoriais e em casa de vegetacao.

3.2.3. Germinacao

- Delineamento Experimental

Fatores — Dois fatores serdo avaliados neste ensaio: temperatura (18°C, 20°C, 25°C, 28°C e
30°C) e luminosidade (escuro constante e fotoperiodo de 12h)

Distribuicédo — Inteiramente ao acaso.

Repeti¢cdes — Cinco unidades amostrais (Placas de Petri). Em cada placa serdo depositadas 20
sementes, para determinacdo da porcentagem de germinacdo, indice de velocidade de
germinacéo, tempo médio de germinacao e coeficiente de uniformidade de germinacao.

- Bioensaios

Durante as saidas de campo sera observada a presenca de frutos maduros para a coleta
das sementes e posterior analise.

Os experimentos de germinacdo serdo realizados em camaras de germinacdo com
temperatura e fotoperiodo controlados. As sementes serdo colocadas em placas de Petri
contendo duas folhas de papel Germitest, umedecidas com agua destilada, sendo utilizadas
amostras de 100 sementes por tratamento, distribuidas em cinco repeti¢cGes de 20 sementes de
acordo com Oliveira et al (1989) e Garcia e Diniz (2003). Quando ndo houver ampla
disponibilidade de sementes, a amostragem sera reduzida, utilizando-se no minimo cinco
sementes por repeticdo. Os testes serdo realizados, inicialmente, em temperatura de 25°C, sob
fotoperiodo de 12h e escuro continuo. O tratamento de escuro sera obtido envolvendo-se as
placas de Petri em aluminio. As sementes permanecerdo nestas condi¢es e examinadas sob
luz verde de seguranca. ApOs sera verificada a germinabilidade das sementes sob as

temperaturas de 18°C, 20°C, 28°C e 30°C, procedendo-se como acima descrito.
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A germinacdo serd avaliada diariamente sendo consideradas germinadas as sementes
que apresentarem 3mm de protrusdo da raiz primaria. Com os resultados obtidos serdo
calculados a porcentagem de germinacdo e o indice de velocidade de germinagdo, tempo
médio de germinagdo segundo Ferreira e Borghetti, 2004 e coeficiente de uniformidade da
germinacdo (CUG), de acordo com Santana e Ranal (2004).

A partir desta primeira avaliacdo, as sementes que apresentarem dorméncia serao
submetidas a testes quimicos e fisicos: escarificagdo, submissdo a &cido giberélico e
estratificacdo. As sementes com dorméncia imposta serdo escarificadas quimicamente com a
utilizacdo de acido sulfurico ou mecanicamente com a utilizacdo de lixa. Para as sementes
com dorméncia fisiologica sera utilizado o acido giberélico € um hormdnio de reconhecida
funcdo na quebra de dorméncia, utilizando concentraces de 50, 100 e 200 mg.L™. Neste
caso, as sementes serdo colocadas em contato com o acido giberélico, durante 10 minutos, 30
minutos e 1 hora. Apés as sementes serdo colocadas em placas de Petri e a germinacao
avaliada diariamente. As sementes que necessitarem de pré-resfriamento serdo colocadas em

geladeira e apOs observada a germinacgao na temperatura-teste.

3.2.4. Crescimento das plantas em casa de vegetacao :

- Delineamento Experimental

Fatores — Dois fatores serdo avaliados neste ensaio: substrato de crescimento das plantas
(vermiculita, areia, substrato organico e p6 de MDF) e periodo de desenvolvimento, com
quatro niveis (30, 90, 180 e 360 dias ap6s o transplante).

Distribuicdo — Inteiramente ao acaso.

RepeticBes — 10 unidades amostrais (vasos). Cada vaso recebera uma plantula.

Para andlise do crescimento, as sementes serdo postas para germinar em bandejas
contendo substrato (vermiculita ou areia) e ap6s desenvolvimento da plantula serdo
transferidas para vasos plasticos individuais de 15x30 cm. Cada vaso plastico contera o
substrato correspondente para a andlise do crescimento das plantas. O crescimento das
plantas sera avaliado em diferentes substratos: vermiculita, areia, substrato comercial e po de
MDF. Apo6s 30, 90, 180 e 360 dias ou apds esgotamento das reservas da semente, serdo
obtidos a massa fresca e seca da parte aérea e raizes, altura da plantula, nimero de folhas e
ramos e comprimento da raiz. Para obtencdo da massa fresca, as plantulas seréo retiradas do
substrato e separadas a parte aérea da raiz. A massa seca serd obtida através da secagem da
parte aérea e raiz em estufa a 70°C até obtencdo do valor constante de massa ap0s pesagem

em balanca analitica.
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As plantas serdo mantidas em casa de vegetacao e irrigadas manualmente duas vezes
por semana. Caso se observe sintomas de deficiéncia nutricional sera adicionada solucao de
Hoagland.

Também serd obtida a area foliar das plantas amostradas.

3.2.5 Parametros fisiologicos:

A conduténcia estomatica, a assimilacdo liquida de carbono, a concentracdo intracelular
de CO,, a fluorescéncia e a transpiracdo serdo avaliados atraves do aparelho portatil LCPro,
utilizando-se sempre uma folha totalmente expandida do segundo né a partir do apice de cada
planta, com aproximadamente 25 segundos de leitura em cada folha. Para a realizacéo de tais
medidas, serdo utilizadas 10 plantas cultivadas nos substratos descritos anteriormente, todas
no mesmo dia.

Para analise dos teores dos pigmentos das folhas, individuos de cada espécie, sendo 10
repeticbes, coletados sempre no mesmo horéario de acordo com metodologia descrita por
Carvalho et al. (2007) . A quantificagdo dos teores de clorofila a e b serd de acordo com
Arnon (1949), sendo que a extracdo de clorofila ocorrerd com acetona 80% e a leitura em

espectrofotdmetro a 645 e 663 nm.

3.2.6 Avaliacao da colonizagéo radical por fungos micorrizicos arbusculares

- Delineamento Experimental
Fatores — Trés fatores serdo avaliados neste ensaio: micorrizacdo, com dois niveis (plantas
cultivadas em solo natural e plantas cultivadas em solo estéril), disponibilidade de fésforo,
com quatro niveis (solugdo de Hoagland acrescida de 0, 0,002, 0,02 ou 0,2 mg.L™ de P), e
periodo de desenvolvimento, com trés niveis (imediatamente ap6s a diferenciacdo do
primeiro eofilo, 30 e 60 dias seguidos).
Distribuicdo — Inteiramente ao acaso.
Repeti¢cdes — Cinco unidades amostrais (vasos). Em cada vaso serdo depositadas 10 sementes,
para determinacdo da porcentagem de germinacdo e indice de velocidade de germinacao.
Apds emergéncia das plantulas, realizar-se-a desbaste, mantendo-se apenas trés plantulas, que
serdo retiradas sucessivamente, ao atingirem os estadios discriminados no item anterior.
Inicialmente o solo serd preparado para o cultivo das plantas. Este sera peneirado e
dividido em duas partes, uma que sera esterelizada por autoclavagem, e a outra que ficara
com as comunidades de microrganismos do solo. Com estes dois grupos de solo, vasos de 5 L

de capacidade de volume serdo preenchidos e receberdo sementes das espécies de plantas em
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separado. Sendo que serdo analisadas no minimo seis espécies. Os vasos com solo estéril
receberdo um filtrado do solo natural, para recomposicdo da microbiota, excluindo-se
propégulos de fungos micorrizicos arbusculares. Em cada vaso serdo mantidas trés plantas,
que serdo retiradas em trés momentos (ap6s completa diferenciagdo do primeiro eofilo, 30 e
60 dias sucessivos), com auxilio de pa de jardineiro.

Conducédo - Durante o periodo de cultivo, as plantas serdo regadas com &agua destilada
deionizada (sempre que necessario) ou solucdo nutritiva de Hoagland (duas vezes na
semana), com diferentes concentragdes de fdsforo, como discriminado anteriormente.
Controle de possiveis ataques de formigas ou insetos predadores sera feito manualmente, se

necessario.

- Avaliagéo do crescimento das plantulas

Crescimento das plantulas — Medidas das variaveis de comprimento dos eixos epicotilo e
hipocotilo e da raiz primaria, massa seca da parte aérea, massa seca do sistema radical, massa
seca total (plantula), massa seca dos cotilédones, e relacdo massa seca dos cotilédones x

-1

massa seca total serdo feitas em trés momentos: imediatamente apd6s a completa

diferenciacéo do primeiro eofilo, 30 e 60 dias seguidos.

- Avaliacdo morfoldgica das raizes
Comprimento da raiz primaria, que sera determinado utilizando-se régua micrometrada, o
didmetro da raiz primaria, o comprimento total, como descritos por Tennant (1975), o
comprimento especifico, o didmetro médio e a incidéncia de pelos absorventes, de acordo
com ZANGARQO et al., 2005; 2007.

- Avaliacdo da colonizacao radical por fungos micorrizicos arbusculares

Clareamento e coloracdo das raizes — Sessenta dias apds a completa diferenciacdo do
primeiro eofilo, serd avaliada a coloniza¢do micorrizica. Para isso, as raizes serdo lavadas em
agua corrente, e posteriormente levadas ao banho-maria em tubos preenchidos com KOH
10%, para clareamento do cortex. Depois serdo novamente lavadas em agua corrente e
acidificadas com HCI 5%. Entdo, serdo coradas com azul de tripano, em banho-maria
(PHILLIPS; HAYMAN, 1970). Avaliacdo da colonizagdo radical por FMA - Inicialmente, a
avaliagdo da colonizagdo radical serd realizada sob microscopio estereoscopio, segundo
metodologia descrita por Giovannetti e Mosse (1980). Caso o clareamento seja insuficiente
para a observacao do cortex radical, as raizes serdo montadas em laminas e observadas em
microscopio optico, e a quantificacdo da colonizagdo seguird os criterios estabelecidos por

Trouvelot, Kough e Gianinazzi-Pearson (1986).
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- Determinacédo da dependéncia e da responsividade micorrizica

Dependéncia e responsividade - Serdo determinadas utilizando-se as equagdes propostas por
Janos (2007), abaixo discriminadas.

D = (-1.5%) x In (0,9AI).(0,1A%0,1A1)", onde A = assintota; | = intercepto do crescimento
minimo; S = tangente do ponto de inflex&o.

Rirr = M-NC, onde M corresponde aos dados obtidos no tratamento micorrizado e NC ao
tratamento ndo colonizado (solo estéril).

3.2.7. Potencial Alelopatico:

- Delineamento Experimental

Fatores — Serdo avaliados neste ensaio a concentracao dos extratos (1%, 2%, 4% e 8% e agua
como controle) sobre a germinacdo sementes e crescimento inicial de plantas bioindicadoras
e de plantas nativas.

Distribuigédo — Inteiramente ao acaso.

Repeti¢cdes — Cinco unidades amostrais (Placas de Petri). Em cada placa serdo depositadas 20
sementes, para determinacdo da porcentagem de germinacdo e indice de velocidade de
germinacéo, tempo médio de germinacao e coeficiente de uniformidade de germinacéo..

- Bioensaios

Para avaliacdo do possivel efeito alelopatico das plantas em estudo sobre plantas
bioindicadoras, serdo realizados testes descritos a seguir.

Serdo utilizadas folhas frescas e secas das plantas nativas, que serdo trituradas em
liquidificador industrial, na propor¢cdo de 8g para 100mL de &gua destilada por 5min em
temperatura ambiente. O extrato bruto obtido permanecera 24h em repouso, no escuro e sob
refrigeracdo (x 10°C), decorrido este periodo, sera filtrado em gaze. O sobrenadante sera
utilizado como extrato de maior concentragdo (8% — m/v). Com diluigbes em agua destilada
serdo obtidos os extratos nas concentracbes de 4%, 2% e 1% (m/v). Como tratamento
controle utilizar-se-4 somente agua destilada, a fim de comparar com os efeitos das quatro
concentragdes. Para obtengdo das folhas secas, as mesmas serdo secas em estufa a 45° até
massa constante, de acordo com Borela et al (2009). Os extratos das folhas serdo avaliados
individualmente quanto ao pH, aferindo-se com pHmetro (Tecnal), e potencial osmotico,
estimado pelo método de Chardakov (Salisbury e Ross, 1992).
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Os experimentos conterdo 5 repeticdes de 20 sementes para cada tratamento, distribuidas
aleatoriamente em placas de Petri esterilizadas de 9cm de diametro contendo duas folhas de
papel germitest umedecidas com 6mL de extrato aquoso, de modo que a solugédo esteja bem
distribuida. As placas contendo, devidamente, suas sementes e extratos, permanecerdo em
camara de germinacdo tipo BOD, a temperatura constante igual a 25° sob fotoperiodo de
12h. Serdo testadas todas as concentracdes dos extratos para cada planta alvo.

A avaliacdo da germinagdo serd realizada em intervalos de 24h durante 7 dias,
considerando-se como critério de germinagdo a protusdo da raiz primaria (FERREIRA e
AQUILA, 2000).

Para o efeito fitotoxico das plantas sobre o crescimento inicial, as sementes de plantas
bioindicadoras serdo germinadas em &gua destiladas e ao atingirem 3mm de radicula, as
mesmas serdo transferidas para placas contendo os extratos, procedendo-se como acima

descrito.

3.2.8. Analise morfoanatémica das plantulas:

A andlise morfologica das plantulas serd feita nas plantulas obtidas em casa de
vegetacdo e ap0s germinadas em placas de Petri. As plantulas serdo descritas com base em
terminologia adotada por Rizzini (1977), Vogel (1980) e Souza et al. (2009). Serdo
observados também caracteres como malformacdes e/ou oxidacdo de raizes, necrose dos
cotilédones, variacdo na cor, espessamento das raizes e cotilédones.

A analise anatdmica seré feita na raiz, hipocétilo, cotilédones, epicétilo e eofilo. Este
material botanico sera coletado e, ap0ds a retirada do ar dos tecidos, o material sera fixado em
Glutaraldeido, FAA 50 e/ou FPA 50, e armazenado em alcool 70% (Johansen, 1940). O
estudo anatdémico do material botanico sera feito em secBes executadas em diversos planos,
principalmente o transversal, dos 6rgéos vegetais, realizadas a mao livre ou entdo obtidas em
micrétomo de rotacdo. Com as secGes manuais serdo montadas laminas temporarias e laminas
semipermanentes. As se¢des, apos coloracdo em safranina e azul de astra ou outro corante,
serdo montadas entre lamina e laminula, em agua (laminas temporéarias) ou em glicerina a
33%, e lutadas posteriormente, com esmalte incolor (I&minas semipermanentes). As laminas
permanentes serdo confeccionadas com as pecas botanicas fixadas, ja submetidas a
desidratacdo em série alcodlica etilica, incluidas em historresina Leica, conforme orientacdes
especificadas no produto, e secionadas em micrétomo de rotacdo. As secdes assim obtidas
serdo coradas com azul de toluidina (O’Brien et al., 1965). O material botanico também
poderd ser emblocado em parafina, secionado em micrétomo de rotacdo e corado em

hematoxilina de Erhlich e safranina, segundo técnica descrita em Johansen (1940). Serdo
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realizados testes histoquimicos para diferentes substancias que ocorrem na parede celular ou
no protoplasto, utilizando-se corantes e reagentes especificos (Johansen, 1940; Rawlins e
Takahashi, 1952; Berlyn e Mikshe, 1976). As fases de desenvolvimento das plantulas das
diferentes espécies serdo ilustradas mediante desenhos e/ou fotografias digitais. A ilustracao
das plantulas também podera ser feita em microscopio estereoscopico Leica EZ4D com
camera digital embutida, e posterior captacdo de imagem em computador. A ilustracao
anatdmica sera feita mediante desenhos elaborados ao microscopio binocular Willd., com
auxilio de camara clara ou fotomicrografias. Estas serdo obtidas por captura de imagem por
camera digital Canon Power Shot A95 (Zoom Browser EX 4.6). As escalas referentes as
ilustracGes serdo obtidas com lamina micrométrica nas mesmas condi¢des Opticas utilizadas

para cada caso.

3.2.9. Andlise fitoquimica:

- Coleta das plantas e Preparacdes dos extratos brutos: As plantas nativas da Estagéo
Ecologica de Caiud, apds serem coletadas, serdo levadas ao Laboratério de Botanica/UEM,
identificadas e incorporadas ao Herbario da UEM. Outros ramos destas plantas serdo levados
ao Laboratorio de Fitoquimica do Departamento de Quimica da UEM, onde a parte aérea
dessas plantas sera seca em estufa. Seus extratos brutos serdo preparados pela extracdo a frio,

com metanol.

- Fracionamento dos extratos brutos: Os extratos brutos serdo fracionados por particdo em
solventes de diferentes polaridades e/ou por fracionamento em coluna cromatogréfica,

utilizando-se adsorventes adequados aos tipos de compostos presentes em cada planta.

- Caracterizacdo dos compostos isolados: Serd feita com base na analise de dados
espectroscopicos de UV, IV, EM, RMN*H e RMN*C.

3.2.10. Analise dos resultados:

Os resultados obtidos durante todos os bioensaios em laboratorio e experimentos em
casa de vegetagdo serdo submetidos a analise de variancia e comparados pelo teste de Tukey,
analisando-se os fatores principais e os desdobramentos dos graus de liberdade para as

interacGes significativas.
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4 — PRINCIPAIS CONTRIBUIQOES DA PROJETO

O objetivo do projeto é obter informacBes sobre quais estratégias utilizadas pelas
diferentes espécies nativas no seu estabelecimento e dispersdo no ambiente e do seu
potencial fitoquimico, considerando a area de estudo da Estacdo Ecoldgica de Caiua. A
contribuicdo cientifica deste projeto se refere ao conhecimento botanico das espécies, em
que para muitas faltam informac6es béasicas sobre a germinacao, crescimento e fisiologia das
plantas, a necessidade de associacdo micorrizica e caracteristicas morfoanatémicas, bem
como de seus componentes quimicos.

Esse trabalho sera de grande relevancia, ndo somente associadas ao conhecimento
botanico, mas ecoldgico, contribuindo para o conhecimento dos diferentes aspectos
bioldgicos e quimicos das plantas que serdo estudadas

Além disso, o estudo do estabelecimento das plantas e as estratégias de manutencéo no
ambiente possibilitam a utilizag&o dessa informacgéo na producdo de mudas de alta qualidade,
que poderdo ser utilizadas em &reas que precisam ser reflorestadas, e ainda sera e ainda a
possivel a transferéncia dessa tecnologia para viveiristas e 6rgaos governamentais.

Espera-se com o desenvolvimento deste projeto, uma contribuicéo cientifica relevante,
gerado a partir da divulgacdo dos resultados obtidos em eventos nacionais e internacionais,
publicacdo de resumos e de artigos em periodicos da area de conhecimento nacionais e

estrangeiros.
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