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Inducao da impermeabilidade do tegumento em relacio a Agua durante a maturacio em

sementes de Erythrina speciosa Andrews

A qualidade fisioldgica da semente estd diretamente relacionada com o sucesso no
desenvolvimento da planta dela originada. Conhecer o processo de maturacdo € o ponto de
maturidade fisioldgica torna-se fundamental na obtengdo de coletas de sementes com elevado
potencial de produzir novas plantas. As condi¢cOes ambientais em que a planta-mae esta
submetida interferem no processo de maturacdo das sementes, ocasionam variagdes na
qualidade fisioldgica das sementes e também na instalacdo da dorméncia fisica. A dorméncia
€ um processo fisioldgico que permite a sobrevivéncia das sementes em ambientes adversos,
ao prevenir a germinacdo, o que resulta na dispersdo temporal das sementes. Ao final do
processo de maturacdo € comum as sementes apresentarem a impermeabilidade do tegumento
a 4agua, sendo considerada a dessecacdo, como uma sinalizacdo para a instalacdo de
dorméncia. Erythrina speciosa Andrews (Leguminosae, Faboideae) ¢ uma espécie que ocorre
na Mata Atlantica e no Cerrado, e suas sementes sdo extremamente tolerantes a dessecacdo, o
que possibilita serem armazenadas por varios anos e, além disso, apresentam tegumento
impermedvel a dgua quando maduras. Neste trabalho realizou-se um estudo ontogénico da
testa das sementes de E. speciosa a fim de identificar os tecidos do tegumento da semente e
quais suas relagdes com a dorméncia fisica. Buscou-se, também, analisar o processo de
maturacdo visando a identificar diferentes estddios através de alteracOes fisicas, fisiologicas,
morfoldgicas e anatOmicas que auxiliem no momento correto de coleta do material e, ainda,
avaliar a influencia das condi¢Oes ambientais sobre a maturacdo das sementes. Também
analisar as modificacoes no grau de dorméncia dessas sementes, bem como na sua
sensibilidade a quebra dessa dorméncia, conforme as condigdes ambientais nas quais as
sementes foram formadas. E ainda verificar se a impermeabilidade da testa apresentada em
sementes maduras de E. speciosa pode ser observada em sementes imaturas que passaram
pelo processo de secagem ex sifu. Os resultados obtidos mostram que as sementes de E.
speciosa possuem 4 estadios ontogé€nicos, que ndo correspondem exatamente aos 6 estadios
da maturacdo. Nao foi possivel identificar quais alteracdes anatdmicas sdo responsaveis pela
alteracdo no grau da dorméncia apresentada nas 6 coletas de anos consecutivos. Estudos para
superacdo da dorméncia mostraram que a escarificacio mecanica € uma metodologia
eficiente, apesar de que as condi¢Oes climdticas em que a planta-mae estd submetida
influenciam no grau de dorméncia apresentado pelas sementes. Ja a secagem, mesmo que ex
situ foi capaz de promover a instalacio da impermeabilidade da testa. Nas duas coletas
analisadas foi possivel observar diferengas significativas nos estddios de maturacdo que
ocorreu a instalacdo da dorméncia, na primeira coleta, o estadio 3 apresentou dorméncia nas

secagens mais severas, enquanto na coleta 2 foi somente no estadio 5.

Palavras-Chave: Fisiologia, dorméncia fisica, sementes florestais



The integument impermeability induction related to water during Erythrina speciosa

Andrews seeds maturation.

The physiological seed quality is directly related with the plants development success that the
seed was originated. It is fundamental to know the physiological maturation point in order to
obtain seeds collected with high potential to produce new plants. The environmental
conditions that the mother plant is submitted, has influence of the maturation seeds process
that cause seeds physiological quality variations and also the physical dormancy installation.
The dormancy is a physiological process that allows the seeds to survive in adverse
environments in order to prevent seeds germination dispersion. At the end of the maturation
process it is common these seeds presented integument impermeability desiccation like a sign
for dormancy installation. Erythrina speciosa Andrews (Leguminosae, Faboidease) is a specie
that occur on the Atlantic Forest and Cerrado and their seeds are extremely tolerant about
desiccation that give the possibility to the seeds to be in storage for many years and
additionally present integument water impermeable when they are mature. In this work it has
been realized that an ontogenetic study on E. speciosa seeds forehead in order to identify seed
integument tissues and which their relations with physical dormancy. Also it has been
analyzed that the mature process in order to identify different stages through physical
alterations, physiologic, morphologic, and anatomical that can help to collect the material at
the correct time and also evaluate environmental influence over the seeds maturation. Also
analyze dormancy degree modifications of these seeds and the seeds sensibility when they
break dormancy according to environmental conditions where the seeds have been shaped.
More than that to verify forehead impermeability presented at mature seeds E. speciosa can be
observed on immature seeds that have been through a dry process ex situ the obtained results
show that the E. speciosa seeds have 4 ontogenetic stages that they do not exactly match the 6
maturation stages. It was not possible to identify which anatomical alterations that are
responsible for dormancy degree alteration presented by 6 seeds collected over years in a row.
A dormancy overcome study has been showed that mechanical scarifications are an efficient
methodology in spite of environmental conditions where the mother plant is submitted has
influence dormancy degree presented by the seeds. About the dry process even though the
capacity of “Ex situ” it was able to promote forehead impermeability installation. In the two
analyzed collected seeds was possible to observe significant differences on the maturation
stages that occurred dormancy installation in the first stage. The third stage presented
dormancy in the more severe dry process whereas in the second stage it only happened only

on the fifth stage.

Keywords: Physiology, physical dormancy, forest seeds.
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Introducao Geral

A historia de muitas civilizagdes esta ligada a pratica da agricultura. O aumento da
disponibilidade de alimentos proporcionou o aumento populacional e também a expansao das
cidades, que por sua vez promoverem o desmatamento nos seus entornos. Conforme estas
cidades crescem, a area agricola para abastecimento da cidade também cresce e portanto
ocorre um aumento na area desmatada, contribuindo para que espécies de arvores nativas
diminuam suas quantidades e até mesmo entrem para a lista de ameagadas de extingdo, assim
as sementes passam a ter um papel fundamental para a continuidade e nova propagacao destas
espécies de arvores (Carvalho e Nakagawa, 2012).

Para que a preservacdo das espécies nativas ¢ necessario conhecer o ponto de
maturidade fisioldgica das sementes. Permitindo assim adquirir lotes com 6tima qualidade e
vigor, e com isso, também, garantir a sobrevivéncia da espécie na forma in situ, através de
parques e reservas naturais € também na forma ex sifu, através de banco de germoplasma
(Santos, 2000).

Algumas sementes quando maduras apresentam uma estratégia que permite serem
dispersas, nao ocorrendo germinacdo de forma imediata mas somente nos momentos de
menor risco de morte da jovem planta, a este processo ¢ dado o nome de dorméncia (Carvalho
e Nakagawa, 2012).

As sementes podem ser dispersas com diferentes niveis de dorméncia fisica e
geralmente esses niveis e podem também estar relacionado com 3 fatores diferentes: a
primeira relacionada com a cor, tamanho e espessura do tegumento, a segunda relacionada
com os fatores ambientais para a superacdo da dorméncia e a terceira relacionada com a
dependéncia da dispersdo por animais, vento ou dgua (Smykal et al., 2014).

A perda da dorméncia em sementes e o inicio da germinacdo sdo eventos distintos,

mas que estdo de certo modo interligados. Esta intermiténcia na germinagao foi observada em
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algumas espécies, incluindo ervas daninhas, que sdo capazes de sobreviver sob condi¢des
ambientais imprevistas (Gutterman, 2000).

Pouco ainda se sabe sobre o processo de instalacio da dorméncia fisica por
impermeabilidade do tegumento, e quais sdo os fatores que influenciam o grau apresentado

pelas sementes. Essa tese tenta elucidar esses mecanismos.

1 Espécie estudada

A familia leguminosa ¢ dividida em 3 subfamilias. Caesalpinioideae, Mimosoideae e
Papilionoideae, juntas possuem 800 géneros e aproximadamente 20.000 espécies, que estdo
em partes temperadas e tropicais do mundo, sendo que algumas espécies sdo de interesse
agronomico (Tucker, 2003; Smykal et al., 2014) .

O género Erythrina L. pertence a subfamilia Papilionoideae e ¢ compreendida por 112
espécies nas regides tropicais do mundo e areas temperadas da Africa, Himalaia, sul da China,
Rio da Prata (na Argentina) e sul dos Estados Unidos. Este género apresenta uma grande
diversidade em estrutura floral, orientacdo da inflorescéncia, morfologia do fruto, coloragao
da testa das sementes e ornamentacao da epiderme das folhas e calices (Neill, 1988).

Erythrina speciosa Andrews (figura 1) € uma espécie caracteristica e bastante comum
da Mata Atlantica e muito utilizada na arboriza¢do de vias e locais publicos como avenidas,
pragas e jardins, apesar de apresentar o caule coberto por espinhos. A arvore apresenta de 3 a
5 metros de altura e o tronco pode medir até 25 cm de diametro (Figura 1a). A madeira dessa
espécie ¢ de baixa durabilidade, pois ¢ leve, porosa e macia As folhas sdo compostas,
trifoliadas e as inflorescéncias sdo em racemos terminais. Entre os meses de junho a setembro
ocorre a floragdo e durante esse periodo ndo ha presenca de folhas (Palermo e Agostini,
2010).

As inflorescéncias de E. speciosa sdo compostas por aproximadamente 200 flores

(Figura 1b), onde poucas estdo em antese simultaneamente. As flores sdo hermafroditas,
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Figura 1. Aspectos visuais de E. speciosa. (a) Planta adulta no periodo
p6s frutificacdo. (b) Inflorescéncia, regido basal flores em antese, regido
apical flores em desenvolvimento. (c, d) Frutos imaturos com sementes
entre os estddios 1, 2 e 3 da maturacdo (descritos no capitulo 1). (e)
Frutos imaturos com sementes entre os estadios 4 e 5. (f) Fruto maduro
com sementes no estddio 6 de maturacdo. (g) aspecto visual das sementes
maduras.

diurnas, com tamanho médio de 5,9 cm, com cinco pétalas vermelhas e de tamanhos desiguais

onde uma pétala maior recobre toda a flor. O ovario apresenta aproximadamente 15 évulos,
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mas somente 46% desses ovulos sdo fecundados e formardo frutos. As flores de E. speciosa
apresentam nectarios que sao formados nos primeiros estadios da formagao do ovario, e sé se
tornam funcionais apos da abscisdo da corola e se tornam senescentes quando o pericarpo
seca. Esses nectarios sdo responsaveis por atrair possiveis polinizadores diurnos, como beija-
flores, pardais, abelhas e besouros. A quantidade de néctar produzido ¢ pequena para saciar as
necessidades energéticas de um beija-flor, portanto, ¢ necessaria a visita em muitas flores
(Vitali-Veiga e Machado, 2000; Paiva, 2009; Palermo e Agostini, 2010).

O desenvolvimento dos frutos ocorrem entre os meses de julho, agosto e setembro, ja
os frutos totalmente abertos foram observados nos meses de setembro e outubro. Os frutos de
E. speciosa sdao oblongo-elipticos (Figura lc, d, e, f), deiscentes, internamente ndo sdo
septados e cada fruto maduro apresenta em média 9 sementes. As sementes sdo oblongas-
subquadrangulares (Figura 1g) com 4pice e base arrendado-truncado. O l6bulo radicular ¢
levemente proeminente e sem pleurograma. O hilo é oblongo, levemente afundado,
obscurecido por uma camada de tecido cortical e no centro possui uma estreita fenda hilar. Ao
redor do hilo é possivel observar restos esbranquicados do funiculo. A micrdpila ¢
punctiforme e circundada por uma regido mais clara. A testa da semente madura ¢ castanho
avermelhado, glabra e levemente brilhante e com impermeabilidade a absor¢do de agua. O
embrido ¢ axial curvado (Vitali-Veiga e Machado, 2000; Groth et al., 2003).

As sementes dessa espécie sao muito tolerantes a dessecacdo e podem ser armazenadas
por varios anos e em diversas condi¢des ambientais no estado seco. Uma andlise quanto aos
compostos presentes nas sementes de eritrina mostraram a presenca de carboidratos, amido e
lipideos (Bruneau, 1996; Groth et al., 2003; Mello et al., 2010). A testa das sementes de E.
speciosa também apresentam outros 6 compostos, dentre eles podemos citar: erisotrina,
eritrartina e nororientalina que estdo sendo pesquisados por sua atividade tripanossomicida

(Faria et al., 2007).
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O eixo hipocétilo-radicula é grosso e curto, ja os cotilédones ocupam todo o
comprimento da semente ¢ o endosperma ¢ ausente (Vitali-Veiga e Machado, 2000). A
morfologia da plantula de E. speciosa ¢ epigeo-carnosa. Com aproximadamente 2 dias apos a
semeadura ¢ possivel observar a protrusdo da raiz primdria e, aos 16 dias, a plantula com o
primeiro par de eofilos opostos cruzados, sistema radicular axial, raizes secundarias e

terciarias desenvolvidas (Oliveira, 2001).

2  Maturacio

Os primeiros estudos de maturagcdo de sementes foram realizados pelo Dr. James C.
Delouche entre 1960 e 1970, onde foi possivel identificar os estddios de maturacdo. A forma
mais eficaz de identificar a maturidade fisiologica ¢ acompanhar o desenvolvimento da
semente quanto a parametros de massa fresca ou seca, quantidade de agua e germinagdo (Hay
e Smith, 2002; Marcos Filho, 2015).

A partir da fecundag@o do 6vulo uma série de alteracdes anatdomicas, morfologicas,
fisicas, fisioldgicas e bioquimicas ocorrem até o momento da dispersdo da semente madura.
Nesse periodo a dgua ¢ de grande importancia, pois atua na expansao e divisao celular, além
de ser um veiculo para que os produtos da fotossintese sejam armazenados e utilizados nas
fases inicias da germinagdo (Barbedo e Marcos Filho, 1998; Marcos Filho, 2015).

A maturagdo pode ser dividida em 3 fases, na primeira, inicialmente a semente
apresenta elevada porcentagem de 4gua e baixa porcentagem de matéria seca. Entdo a
semente, como um 6rgdo dreno, passa a receber mais nutrientes da planta-mae acumulando
matéria seca, substituindo gradativamente a 4dgua presente nas células. Na segunda fase, a
transferéncia de nutrientes e a reducdo no teor de 4dgua se intensificam, e apos atingir um
desenvolvimento minimo algumas sementes apresentam capacidade germinativa. Na fase 3,
as sementes estdo no ponto de maturidade e, portanto, se desligam da planta-mae. Estas

sementes apresentam baixos teores de dgua, elevadas porcentagens de matéria seca e elevadas
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porcentagens de germinag¢do com reducdo do tempo médio deste processo (Popiginis, 1985;
Carvalho e Nakagawa, 2012; Marcos Filho, 2015).

Cada espécie apresenta uma necessidade diferente de tempo para a formagdo da
semente, desde a fecundacdo durante a antese até a semente madura. Como por exemplo
Pterogyne nitens Tul. que precisou de 99 dias apés a antese (DPA) para que a semente
estivesse madura. Para Erythrina variegata L., foram necessarios 91 DPA, enquanto para
sementes de Dalbergia nigra (Vell.) Fr.All.ex Benth. podem levar aproximadamente 335
DPA para obtencdo da semente madura semente madura (Carvalho et al., 1980, Martins e
Silva, 1997; Matheus et al., 2011).

Os orgdos drenos, como as sementes, recebem os metabolitos fotossintetizados
produzidos nas folhas e sdo transportados pelo floema para o acumulo de matéria seca. O
transporte destes metabdlitos entre a planta-mie e o embrido em formacdo ¢ feito pela via
apoplastica, uma vez que ndo héa conexao vascular direta (Castro et al., 2004; Marcos Filho,
2015).

Nem todas as sementes de espécies diferentes sdo dispersas com o mesmo conteudo de
agua. A agua presente na semente madura ¢ um importante indicador da capacidade de
sobrevivéncia ex situ, portanto, foi desenvolvida classificacdo para as sementes quanto a
capacidade de tolerar a dessecacdo e capacidade de armazenamento. Sementes que nao
toleram a perda de dgua e ndo sdo capazes de serem armazenadas por longos periodos foram
denominadas de recalcitrantes. J& aquelas capazes de perderem agua e serem armazenadas por
longos periodos sem culminar em morte, foram consideradas ortodoxas (Roberts, 1973). Ao
longo do tempo, muitas sementes passaram a nao se encaixar nessas duas classificagdes, entdo
foi criada uma terceira classe, onde as sementes toleram a secagem, mas ndo sdo capazes de
serem armazenadas por longos periodos sem perder a viabilidade, denominadas de

intermediarias (Hong e Ellis, 1996).
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3 Tolerancia a desseca¢ao

As sementes conhecidas como ortodoxas, apresentam baixos teores de agua no
momento da dispersdo e podem ser armazenadas por longos periodos em baixas temperaturas,
fator que reduz o processo de deterioracdo (Berjak e Pammenter, 2000). Durante a secagem
natural, essas sementes passam pelo processo de reorganiza¢cdo do metabolismo de acumulo
de reserva, para que essa reserva seja utilizada no momento em que a semente hidratar e dar
inicio ao processo de germinagdo. Além disso, essa reversao do metabolismo também prepara
as sementes para o periodo quiescente e/ou para a dormeéncia fisica (Angelovici et al., 2010).

A capacidade de tolerar a dessecacdo foi desenvolvida por algumas espécies para que
ndo ocorressem danos que levariam a morte da semente no momento em que houvesse
reducdo no teor de 4gua. A presenca da proteina LEA (Late Embryogenic abundant) ¢ vista
como fundamental para a capacidade de tolerar a dessecagdo. Além das proteinas LEA,
acucares soluveis também impedem danos durante a dessecacdo através das pontes de
hidrogénio, levando ao estadio vitreo. Durante a hidratagdo esses aglicares preservam a
orientacdo das estruturas, mantendo a membrana celular integra. Durante a secagem a agua
presente nas membranas celulares passa de liquida para gel e retorna a fase liquida durante a
hidratacdo (Barbedo e Bilia, 1998; Black e Pritchard, 2002; Berjak, 2006).

Nao sdo apenas as sementes ortodoxas que apresentam dorméncia, algumas sementes
recalcitrantes também apresentam no momento da dispersdo, como por exemplo sementes de
Aesculus hippocastanum L., que necessitam passar por estratificagdo para poder dar inicio ao
processo de germinacdo. Apds a superacdo da dorméncia, essas sementes ndo podem ter o
teor de dgua reduzido abaixo de 58% e também ndo podem ser armazenadas por longos

periodos (Obroucheva et al., 2012).
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4 Dorméncia

Com o intuito de aprofundar os estudos sobre dorméncia, uma classificagdo foi
desenvolvida com base no momento de aquisi¢do. A dorméncia primaria ocorre antes da
dispersdo das sementes, como observado em sementes de Arabdopsis thaliana (L.) Heynh.; a
secundaria ocorre apos a dispersdo, influenciada por falta de condi¢cdes adequadas para a
germinagdo, como foi observado em Rumex crispus L. (Carmona, 1993; Cardoso, 2004;
Hilhorst, 2007).

Dentro desses dois grandes grupos ainda podemos classificar a dorméncia como
exdgena e endogena apesar de outros autores considerarem como de cobertura (tegumentar)
ou dorméncia embriondria, respectivamente. A dorméncia endogena estd relacionada a algum
bloqueio no embrido e pode ser subdividida em fisioldgica, fisica, morfologica e
morfofisiologica. A dorméncia exdgena ndo atinge o embrido, mas sim as outras partes da
semente e pode ser subdividida em fisioldgica, fisica e mecanica (Bewley e Black, 1994;
Cardoso, 2004; Hilhorst, 2007; Baskin e Baskin, 2014).

Um estudo sobre a evolucdo da dorméncia em sementes mostrou que provavelmente a
dorméncia dos embrides subdesenvolvidos (morfofisiologica) ¢ o ancestral mais primitivo,
sugerindo que as condicdes climdticas que a regulam € tdo primitiva quanto as sementes.
Posteriormente ocorreu a dissociagdo da dorméncia morfofisiologica em dorméncia
fisiologica e morfologica através da dispersdo de sementes com embrides maduros. A
dorméncia fisiologica ¢ também um ponto chave evolutivo, pois outras classes de dorméncia
evoluiram repetidamente a partir dela. A dorméncia fisica parece estar ligada a alta taxa de
extingdo de alguns regimes ambientais especificos, pois € restrita a alguns grupos de plantas.
As sementes sem dorméncia ¢ um estado derivado e evolutivamente efémero, porém
extremamente comum (Willis ez al., 2014).

A presenca de tegumento impermeével a 4gua ¢ conhecida como dorméncia exdgena-

fisica; esta caracteristica estd presente em 17 familias das angiospermas. As sementes que
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apresentam esse tipo de dorméncia podem ser armazenadas e conservadas por longos
periodos. Em sementes de E. speciosa, por exemplo, foi observado que mesmo apds serem
submetidas ao envelhecimento acelerado com o tegumento intacto, ndo ocorreu reducdo da
viabilidade, portanto o tegumento se torna uma protecdo da semente contra intempéries
(Ramsay, 1997; Baskin e Baskin, 2000; Hilhorst, 2007; Brancalion et al., 2010).

A dorméncia exogena fisica apresenta niveis de variagdes entre as populagdes, entre
anos diferentes a partir da mesma populagdo, a idade da planta e o nivel de nutri¢do durante a
maturacdo, além da posi¢do do fruto na planta-mae, da semente no fruto e da genética
(Smykal et al., 2014).

Na familia das Leguminosas, tem-se indicado alguns fatores como causa da dorméncia
fisica (figura 2): (1) camada cerosa sobre a camada de células palicadas; (2) presenca de uma
camada subcuticular de mucilagem composta por substancias pécticas insoliveis que retraem
apos a dessecacdo e tem alteragdes quimicas que a tornam menos permeaveis; (3) quitina ou
suberina no exterior da camada periclinal; (4) zona da linha licida; (5) suberina na lamela
média, que pode estar presente no entorno das paredes celulares e espagos intercelulares, ou
na parte interna da parede periclinal; (6) alteragdes na estrutura da celulose durante a
desidratacdo, que ¢ uma mudanca irreversivel através do potencial do inchaco dos géis; (7)
contracdo das células na camada paligada; (8) presenca de substancias resistentes a agua na
camada palicada, como por exemplo, lignina, tanino e quinonas; (9) enchimento de suberina
na fenda estrofiolar (Werker, 1981).

Virias técnicas sdo utilizadas para a superagdo da dorméncia fisica. As mais
difundidas sdo: escarificagdo mecanica e acida. Para sementes de Bauhinia monandra Britt.
foi utilizado imersdo em 4cido sulfurico por 20 minutos, elevando a taxa germinativa de 30%
da testemunha (sem tratamento) para 91%. Ja as sementes que passaram pela escarificagdo
mecanica apresentou 59% de germinagdo. Nesse caso a escarificacdo acida foi mais eficiente

para a superagdo da dorméncia fisica (Alves et al., 2000). Em sementes de Erythrina speciosa
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Andrews, a escarificagdo 4cida também foi eficiente, passando de 8% de germinacdo na
testemunha para 92% na imersao em acido sulfurico por 40 minutos (Brancalion et al., 2010).

O 4cido sulfurico penetra através das lamelas médias do tegumento que ndo estavam
fortemente ligadas, iniciando assim um processo de digestdo, desfazendo a estrutura cristalina
da celulose (Lodi, 2008) e transformando-a em agucares (Ogeda e Petri, 2010); ao atingir a
camada abaixo da paligada; retirando a impermeabilidade do tegumento através das
rachaduras e perfuragdes onde a agua consegue penetrar e iniciar assim, o processo de
germinacdo (Algan e Biiyiikkartal, 2000). Em estudos com sementes de Stylosanthes
seabrana B. L. Maass and Mannetje, que possuem impermeabilidade do tegumento a dgua,
foi possivel observar que a amostra sem nenhum tipo de tratamento apresenta rugosidades e
bolhas, mas ap6s o tratamento com acido sulfurico concentrado por 5 minutos as rugosidades
ndo estavam mais presentes (Anand et al., 2011). O mesmo aconteceu com Rhus glabra Ait.,
com a corrosdo de braquiesclereides apds a imersdo em acido sulfirico concentrado por 1
hora (Li et al., 1999), mostrando que o 4cido sulfurico é capaz de corroer as camadas mais
externas das sementes.

Em estudos bioquimicos com Erythrina speciosa, foi possivel observar o aumento na
porcentagem de germinag¢do nos periodos de imersdao mais longos e agressivos, atingindo
apenas a testa e ndo danificando o embrido, comprovando que a escarificacdo acida ¢ uma
metodologia eficiente para a superacdo da dorméncia fisica, assim como a escarificagdao
mecanica (Koszo et al., 2007).

Diferencgas anatdmicas foram observadas em sementes de Glycine max e Vicia sativa
dormentes e ndo dormentes. As sementes dormentes apresentavam a linha lucida densa,
cuticula mais espessa e células em palicadas maiores do que nas sementes ndo dormentes. Ja
em sementes de Medicago truncatula, dormentes (linhagem selvagem) e ndo dormentes

(mutantes), foi observado que o gene recessivo KNOX4 foi responsavel pela dorméncia
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fisica, promovendo alteracdes anatomicas (Harris, 1987; Biiylikkartal et al., 2013; Chai et al.,
2016).

O tegumento interno em Papilionoideae geralmente pode ser observado somente nos
primeiros estddios de maturacdo. Quando a semente estd na maturidade fisiologica, o
tegumento interno ¢ obliterado e indiferenciado do nucelo presente apenas na regido calazal
com aspecto de gelatina (Cavazza, 1950).

Virios fatores ambientais podem influenciar o grau de dorméncia fisica, dentre eles ¢
possivel citar a umidade relativa. Sementes sem dorméncia fisica que foram armazenadas em
uma condicdo de umidade relativa alta desenvolveram a impermeabilidade do tegumento.
Quando a umidade relativa ao redor da semente diminui, as células da contra-paligada na
regido do hilo se encolhem promovendo a sua abertura. No momento em que a umidade
relativa aumenta no entorno da fissura, as células da contra palicada incham causando o

fechamento do hilo (Baskin e Baskin, 2014).

5 Tecidos presentes na testa de sementes de Fabaceae

Os tegumentos do 6vulo promovem uma prote¢do para os tecidos internos. E apds a
fecundacdo do ovulo, os tegumentos da semente, que inicialmente estdo indiferenciados,
passam por divisdes celulares e rapidamente se desenvolvem, promovendo assim a protecao
do embrido. (Boesewinkle e Bouman, 1995; Van Dongen ef al., 2003; Borisjuk, 2014; Smykal
etal.,2014)

O tegumento externo de uma semente dormente da familia Fabaceae ¢ formado por
quatro camadas: a cuticula cerosa, camada em palicada, células em formato de ampulheta e
parénquima condensado (figura 2). A regido calazal ¢ importante por fazer conexdo vascular
entre a testa e o funiculo maternal. A cicatriz deixada na semente pelo funiculo tem o nome de
hilo, muito usado na taxonomia para identificagdo de espécies. Além dessas estruturas, ¢

possivel observar também a lente, que ¢ uma regido onde as células em palicadas apresentam

22



Ferreira et al, 2011; Smykal et al., 2014).
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Figura 2. Semente de E. speciosa. (a) Aspecto visual da semente, demonstrando a regido da
lente, hilo, funiculo e micrépila. (b) Corte transversal da semente. (c) Esquema anatdmico
da regido do hilo. (d) Esquema anatéomico da testa com um esquema hipotético sobre as
possiveis causas da dorméncia fisica em sementes. (1) camada cerosa sobre a camada de
células palicadas; (2) presenca de uma camada subcircular de mucilagem composta por
substincias pécticas insolliveis que retraem apds a dessecacdo e tem alteracdes quimicas
que a tornam menos permedveis; (3) quitina ou suberina no exterior da camada periclinal;
(4) zona da linha ldcida; (5) suberina na lamela média, que pode estar presente no entorno
das paredes celulares e espagos intercelulares, ou na parte interna da parede periclinal; (6)
alteracdes na estrutura da celulose durante a desidratacdo, que e uma mudanga irreversivel
através do potencial do inchago dos géis; (7) contragdo das células na camada pali¢ada; (8)
presenca de substancias resistentes a agua na camada palicada, como por exemplo, lignina,

tanino e quinonas; (9) enchimento de suberina na fenda estrofiolar.
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5.1 Testa
5.1.1 Cuticula cerosa

A camada mais externa da semente ¢ a cuticula cerosa com espessura variavel de
espécie para espécie, que juntamente com as células em palicadas promovem a textura da
testa. A cuticula também ¢ de grande importancia pois suas propriedades estdo normalmente
relacionadas com a impermeabilidade das sementes duras e recobrindo a semente como um
todo, com excecdo a regido do hilo. Em algumas espécies de Fabaceae, como o feijdo, a
superficie também ¢ modificada por uma atividade secretora do fruto, que deposita proteinas

hidrofobicas na cuticula (Smykal ef al., 2014).

5.1.2 Células em palicadas

A epiderme ¢ formada por apenas uma camada palicada, também conhecida como
macroesclereides. O termo esclereide foi proposto por Tschirch por volta de 1890 e recebeu
esse nome por conta dos elementos que sdo mais curtos que uma fibra e possuem paredes
espessadas. Essa camada apresenta células alongadas perpendicularmente a superficie externa
da semente e duas camadas de células na regido do hilo, denominada contra-palicada
originada a partir do funiculo (Cavazza, 1950).

A camada de células em palicadas presente na testa ¢ derivada da protoderme do 6vulo
jovem, com um padrio de diferenciacdo da testa, alongando o estrofiolo nas paredes laterais
do 6vulo. Entdo ocorre rapidas divisdes anticlinais, alongamento e alargamento na direcao
tangencial das células em palicadas. Essas células possuem parede secundaria extensiva, onde
geralmente na maturidade, as células ndo se apresentam vivas e ainda estdo recobertas por
calose nos limites externos da testa. E comum os vactiolos dessas células da epiderme estarem
preenchidas com tanino, indicando assim o motivo da dureza da testa das sementes. O tanino

presente nessas células podem ter uma funcao fungicida, a fim de proteger as sementes contra
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a acdo de patogenos presentes no solo durante o processo de germinagdo e desenvolvimento

da plantula jovem (Reeve, 1946; Kantar et al., 1996; Smykal et al., 2014).

5.1.2.1 Linha lucida

Na camada de células em palicadas, ¢ possivel observar, em algumas espécies, a
presenca de uma linha brilhante que separa a parte basal do topo. Essa linha recebe o nome de
linha lucida, que ¢ uma regido densa e composta por microfibrilas que mudam de
longitudinais para transversais, produzindo assim uma alteracdo na parede celular. A linha
licida pode ser observada tanto em sementes impermedaveis como nas sem dorméncia, mas
em densidades diferentes. O lume das células em palicadas, geralmente, ¢ irregular e conico
em dire¢do a superficie da semente. Em feijao, por exemplo, foi possivel observar também a
presenga de poros, rachaduras ou outras irregularidades na superficie da semente, que estd
relacionada com a permeabilidade a 4gua. Porém existem relatos de que a linha lucida seja a
responsavel pela impermeabilidade do tegumento em relacdo a agua por serem regides mais
densas, possuirem menores teores de dgua e auséncia de canais. As sementes que nio estdo
totalmente impermedveis apresentam, na camada de células em paligadas, uma separacao
entre as células, permitindo assim que a dgua penetre e dé inicio ao processo de germinagao
(Pammel, 1899; D’Ippolito, 1905; Gola, 1905; Cavazza, 1950; Corner, 1951; Rolston, 1978;
Werker, 1981; Kelly et al., 1992; Miller et al., 1999; Souza e Marcos-Filho, 2001; Ferreira et

al.,2011; Smykal et al., 2014).

5.1.3 Células em formato de ampulheta

A hipoderme ¢ formada por uma Unica camada de células em formato de ampulheta,
também descrita como osteosclereides, separadas por amplos espacos intercelulares, podendo
ser também denominadas de células pilares ou lagenosclereides, dependendo do padrdo da

parede celular e seu formato (Moise et al., 2005). A camada de células em formato de
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ampulheta estd presente em todo tegumento abaixo da camada de células em palicadas, com
excecdo do hilo. Essas células apresentam paredes espessas fundidas no parénquima. As
caracteristicas apresentadas pelas células em formato de ampulheta e os espagos intercelulares
estdo relacionadas com trés fatores, o primeiro ¢ a diminui¢do das divisdes celulares apos a
formagdo da camada hipodérmica, o segundo ¢ a separacdo radial das paredes celulares e o
alongamento das extremidades e o terceiro € esses espagos intercelulares preenchidos com ar,
que auxiliam na flutuabilidade da semente contribuindo no momento da dispersao (Cavazza,
1950; Moise et al., 2005; Smykal et al., 2014).

Logo no inicio da formagdo da camada de células em formato de ampulheta, ocorrem
divisdes rapidas anticlinais e periclinais, ¢ o formato dessas células sdo similares ao
parénquima adjacente, mas aos poucos as células vao se diferenciando até obter o formato
final,- ocorrendo somente o incremento das paredes celulares apos este processo (Reeve,

1946; Van Dongen et al., 2003).

5.1.4 Parénquima

A quarta camada ¢ formada por células parenquimaticas. Na semente madura, as
células do parénquima perdem o protoplasto e se apresentam parcial ou completamente
condensadas com abundantes espacos intercelulares. Frequentemente apresentam de 5 a 12
camadas, mas somente na regido abaixo do hilo que a quantidade de camadas aumenta
consideravelmente. O parénquima geralmente ndo estd relacionado com a impermeabilidade
em relacdo a agua, mas em alguns casos, essa camada apresentou calose, 0 que a tornaria
impermeavel (Cavazza, 1950; Corner, 1951; Rolston, 1978; Werker, 1981; Kelly et al., 1992;
Miller et al., 1999; Souza e Marcos-Filho, 2001; Moise et al., 2005; Ferreira et al., 2011;

Smykal et al., 2014).
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O parénquima presente na regido subhilar ¢ um dos primeiros filtros de protecao
contra os possiveis patdgenos que podem atacar a semente € promover sua morte, enquanto a
semente esta no estado impermeavel (Ceballos et al., 1998).

E descrito na literatura que durante o desenvolvimento da semente as células de
parénquima contém numerosas organelas, como amiloplastos, reticulo endoplasmatico rugoso
(RER), ribossomos, plastidios, dictiossomos ¢ mitocondrias, sugerindo assim que esse tecido
¢ metabolicamente ativo. Por conter RER, sugere-se que essas células produzam nutrientes
destinados para o desenvolvimento do embrido. Essas camadas também possuem amplos
espagos intercelulares, que durante o desenvolvimento da semente ¢ preenchido por uma
solugcdo aquosa, facilitando assim a difusdo de nutrientes para serem armazenados nos
cotilédones. Apos maturidade da semente essas células se degeneram e se tornam uma fonte

maior de nutrientes para o embrido (Moise et al., 2005).

5.2 Micropila e hilo

A micropila € o ponto de entrada do tubo polinico para a fecundacdo do 6vulo. J& o
hilo nas leguminosas ¢ uma cicatriz oval que promove a conexdo entre a planta-mde e a
semente através do funiculo, que conta também com uma camada de células residuais
chamadas contra-palicadas. (Cavazza 1950, Hyde 1954, Lersten 1982, Oliveira & Paiva

2005).

5.3 Barra de traqueides

Abaixo da regido do hilo, existe um tecido chamado de barra de traqueides, que possui
formato oval e que conecta a extremidade superior com a fenda hilar. O tamanho da barra de
traqueides varia de acordo com a espécie. Ao redor ¢ possivel varias camadas de células de
paredes finas. O parénquima dessa regido ¢ formado por 3 camadas diferenciadas de células:

(1) parénquima de paredes finas, continuando a camada de nutri¢do; (2) parénquima com
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paredes espessas, com formato de estrela e abundantes espagos intercelulares cujo ar ndo ¢é
facilmente expelido; (3) células alongadas de parénquima com paredes finas que cercam a
barra de traqueides (Cavazza, 1950).

A barra de traqueides, durante o desenvolvimento da semente, transporta nutrientes
para as células em palicadas e parénquima. Na fase de secagem, a barra de traqueides ¢
considerada uma bomba higroscépica abaixo da epiderme impermeavel da testa, responsavel
pela desidratacdo rapida da semente nas fases finais de maturagdo. A barra de traqueides ¢
composta por células semelhantes aos traqueides, com paredes lignificadas e quase sempre
orientadas perpendicularmente ao eixo maior do hilo, sendo diferenciada e rodeada por
parénquima frouxo com células de composi¢do fenolica na regido subhilar (Cavazza, 1950;

Hyde, 1954; Lersten, 1982; Oliveira e Paiva, 2005).

5.4 A Lente (estrofiolo)

Na regido do hilo, no lado oposto da micropila e proximo a rafe, ¢ possivel encontrar a
lente ou estrofiolo. Esta estrutura ¢ considerada o primeiro ponto de entrada de &gua na
semente, que pode ser facilmente aberta por variagdes externas (como por exemplo calor ou
acdo mecanica), ou por variagdes internas (Rolston, 1978; Ceballos et al., 1998; Lersten et al.,
1992). A camada palicada da testa na regido da lente ¢ modificada para facilitar a abertura
para entrada de 4gua e uma vez aberta ndo pode ser fechada. A flutuacdo na temperatura ¢ um
dos fatores ambientais citados como causa para que ocorra a ruptura na lente, mas o processo

ainda ndo foi totalmente elucidado (Baskin, 2003; Smykal et al., 2014).

6 Influéncia das condi¢c6es ambientais sob a maturac¢ao de sementes
Estudos realizados em semente de Caesalpinia echinata Lam., oriundas de um mesmo
local e coletadas em dois anos consecutivos, mostraram que a quantidade de chuva

influenciou o tamanho das sementes e o periodo de maturacdo (Borges et al, 2005). Em
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Eugenia pyriformis Cambess. também se verificou que um periodo mais chuvoso ou com
baixas temperaturas pode retardar a maturacdo e influenciar a qualidade fisioldgica das
sementes (Lamarca et al., 2013).

Da mesma forma, o grau de dorméncia pode ser regulado por vérios fatores ambientais
e, ainda, pela origem (populacdo), ano de coleta dentro da mesma populacdo, individuos
diferentes, idade da planta, nutricdo durante a maturagdo e posicdo da semente na planta-mae
(Probert, 2000). Estudos realizados por Baskin & Baskin (2014) mostram que o déficit hidrico
durante a maturacdo das sementes promoveu alteragdo na dorméncia. Das 13 espécies
analisadas, sete tiveram reducdo na dorméncia e seis tiveram aumento, dificultando a
identificagdo de um padrdo consistente para determinar o gatilho para instalagdo da dorméncia
fisica.

Outro fator que pode influenciar o grau de dorméncia fisica ¢ a umidade relativa.
Sementes sem dorméncia fisica que foram armazenadas em uma condi¢ao de umidade relativa
alta desenvolveram a impermeabilidade do tegumento. Quando a umidade relativa ao redor da
semente diminuiu, as células da contra-palicada na regido do hilo se encolheram promovendo
a sua abertura. No momento em que a umidade relativa aumentou no entorno da fissura, as
células da contra-palicada incharam causando o fechamento do hilo (Baskin e Baskin, 2014).

Diferengas no grau de dorméncia também foram observadas em sementes de E.
speciosa coletadas em dois anos consecutivos em um mesmo local. No primeiro ano de coleta
foi observada uma porcentagem de germinacdo de 40% sem nenhum tratamento para
superacdo da dorméncia, ja& no segundo ano de coleta foi observada apenas 2% de
germinag¢do. Em estudos de superagdo com 4cido sulfurico, para as mesmas coletas, foram
necessarios 15 minutos de imersdo para obter 100% de germinacdo no primeiro ano e 40
minutos de imersdo para obter os mesmos 100% de germinagdo no segundo ano. Essas
diferengas podem estar relacionadas com as alteragdes climaticas sob a planta-mae durante o

processo de formacdo das sementes. O autor sugere que novos estudos sdo necessarios para
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correlacionar as alteragdes do clima sobre a dorméncia nas sementes dessa espécie (Molizane,

2012).

7 Objetivos geral

O objetivo foi identificar as alteragdes morfologicas, fisicas e fisioldgicas relacionadas
com a dorméncia fisica por impermeabilidade do tegumento apo6s a reducdo no teor de agua
durante a matura¢do em sementes de Erythrina speciosa Andrews.

Objetivos especificos:

- Avaliar a maturacdo das sementes de E. speciosa, a fim de identificar os
estddios a serem analisados para a instalacio da dorméncia em sementes
imaturas e realizar ontogénese da testa para identificar a origem dos tecidos
presentes na semente madura;

- Avaliar metodologias eficientes para superacdo da dorméncia, que possam ser
utilizadas nas sementes imaturas sem causar danos ao embrido;

- Reduzir o teor de 4gua das sementes nos estadios imaturos para inducdo da

dorméncia fisica.
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Capitulo 1 - Formacio e maturacao de sementes de Erythrina speciosa

Andrews
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RESUMO — A qualidade fisiologica da semente estd diretamente relacionada com o
sucesso no desenvolvimento da planta dela originada. Conhecer o processo de maturagdo e o
ponto de maturidade fisiologica torna-se fundamental na obteng@o de coletas de semente com
elevado potencial de produzir novas plantas. Erythrina speciosa Andrews (Leguminosae,
Faboideae) ¢ uma espécie que ocorre na Mata Atlantica e no Cerrado, e suas sementes sao
extremamente tolerantes a dessecagdo e podem ser armazenadas por varios anos €, além disso,
apresentam tegumento impermedvel a dgua quando maduras. Neste trabalho buscou-se
realizar um estudo ontogénico da testa das sementes de Erythrina speciosa a fim de identificar
os tecidos do tegumento da semente e quais suas relagdes com a dorméncia fisica. Buscou,
também, analisar o processo de maturacdo visando a identificar diferentes estadios através de
alteracdes fisicas, fisiologicas, morfoldgicas e anatdomicas que auxiliem no momento correto
de coleta do material e, ainda, avaliar a influencia das condigdes ambientais sobre a
maturacdo das sementes. Para isso coletas realizadas desde a flor em antese até a semente
madura. Para ontogénese o material foi fixado em FAA 70 e infiltrado em resina plastica,
cortado em microtomo e corado com azul de toluidina. Para a maturacdo as sementes foram
separadas conforme aspectos visuais da semente em 6 estadios distintos, corroborados pelos

resultados fisicos, fisiologicos e também anatomicos.

Palavras-chave: dorméncia, impermeabilidade do tegumento, Mata Atlantica,

sementes florestais.
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1 Introducao

A qualidade fisiologica da semente esta diretamente relacionada com o sucesso no
desenvolvimento da planta dela originada. Essa qualidade depende, entre outros fatores, do
estddio de maturacdo no qual a semente se encontrava quando colhida ou dispersa
naturalmente. Portanto, conhecer o processo de maturagdo e o ponto de maturidade
fisioldgica, ou seja, o momento no qual a semente se apresenta com a maxima qualidade
fisioldgica, torna-se fundamental na obten¢do de lotes de semente com elevado potencial de
produzir novas plantas. Contudo, a importancia do conhecimento do processo de maturagdo
das sementes ndo se limita a esse objetivo. Diversos processos que ocorrem nas sementes
dependem do seu grau de maturidade, ou seja, de quanto a semente ja se desenvolveu na
planta-mae. Barbedo et al. (2013), por exemplo, consideram que a propria distingdo entre
sementes ortodoxas e recalcitrantes seja consequéncia do estddio de maturacdo em que as
sementes se encontravam quando foram dispersas.

Ha poucos relatados na literatura sobre estudos de maturacdo, devido a frequente
dificuldade na conducao desse tipo de pesquisa. Um estudo de maturagdo classico envolve a
marcac¢do de flores por ocasido de sua antese e o acompanhamento do desenvolvimento das
sementes, com colheitas periddicas, como realizado para Caesalpinia echinata Lam. (Borges
et al., 2005) o que torna essa metodologia de dificil aplicagdo por vérios motivos, como por
exemplo, pela dificuldade na marcagdo das flores, pela baixa producdo de sementes das flores
marcadas, pela dificuldade na colheita periddica das sementes, entre outros fatores. Uma
forma de contornar tal problema ¢ associar o grau de maturacdo das sementes com suas
caracteristicas visuais externas, com seu teor de agua, seu conteido de massa seca ou, até,
com as caracteristicas dos frutos, como realizado com sementes de Poincianella pluviosa
(DC.) L.P.Queiroz (Silva et al., 2015).

As condi¢des ambientais, as quais a planta-mae estd submetida podem interferir com o

processo de maturagdo das sementes, causando variacdes na qualidade fisiologica e, também,
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no grau de dorméncia. Esses fatores indicam que as variagdes na impermeabilidade do
tegumento ocorrem naturalmente ao longo de maturacdo. Portanto, as sementes da mesma
espécie podem apresentar diferengas consideraveis quanto a dorméncia fisica, se produzidas
em locais ou anos diferentes (Hyde, 1954; Standifer et al., 1989Perez, 2004; Gama-
Arachchige et al., 2011; Lamarca ef al., 2013).

Erythrina speciosa Andrews (Leguminosae, Faboideae) ¢ uma espécie que ocorre na
Mata Atlantica e no Cerrado. E popularmente conhecida como eritrina-candelabro,
magaranduba, mulungu, saranduba ou suina. E espécie com arvores entre 3-5 metros de altura
e amplamente utilizada como planta ornamental. Suas sementes sdo extremamente tolerantes
a dessecagdo e podem ser armazenadas por varios anos e, além disso, apresentam tegumento
impermeavel a dgua quando maduras (Krukoff e Barneby, 1974; Faria et al., 2007; Mello et
al.,2010; Lima, 2014).

Neste trabalho buscou-se realizar um estudo ontogénico em sementes de Erythrina
speciosa a fim de identificar os tecidos do tegumento da semente e quais suas relacdes com a
dorméncia fisica. Também analisar o processo de maturagdo visando a identificar diferentes
estadios através de alteragdes fisicas, fisiologicas, morfoldgicas e anatdmicas que auxiliem no
momento correto de coleta do material e, ainda, avaliar a influencia das condi¢des ambientais

sobre a maturagdo das sementes.

2 Material e métodos

Material vegetal: Frutos de Erythrina speciosa foram coletados de 30 matrizes do
Parque Cultural Catavento, em area urbana do municipio de Sdo Paulo, SP (23°32'44"S e
46°37'40"0). Entre os meses de agosto a outubro de 2010, 2011, 2012, 2013, 2014 e 2015.
Trés amostras foram coletadas a cada ano, a fim de obter dados sobre todos os niveis de
maturacdo. A extracdo das sementes foi realizada por fase de frutificacdo e a remogao por

processo manual.
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As sementes foram, entdo, classificadas em seis estadios de maturidade com base em
seu tamanho e nas caracteristicas morfoldgicas do tegumento. A partir desta separagao, foram
efetuadas as andlises de teor de 4gua, conteudo de massa seca e germinagdo. O teor de dgua e
o contetido de massa seca das sementes foram avaliados pelo método gravimétrico, em estufa
a 103°C por 17 horas. Os resultados foram apresentados em porcentagem (base imida) e em
mg/semente (Brasil, 2009).

Foram realizados testes de germinagdo para cada estddio acima mencionado. utilizando
rolos de papel pré-umedecidos com agua de torneira (2,5 vezes o peso do papel) como
substrato (Brasil 2009) e colocados em cdmara de germinacdo a 25 °C, com umidade relativa
de 70% sob luz constante. As avaliagcdes foram realizadas a cada dois dias durante 30 dias ¢
foram registradas as sementes que apresentaram protrusdo de raiz primaria igual ou superior a
0,5 cm para o célculo de germinacdo. Também foi calculado o tempo médio de germinagdo de
cada estadio de acordo com a formula apresentada por Borghetti e Ferreira (2004).

Estudos ontogénicos - A ontogénese da semente foi classificada em 4 estadios. No
primeiro estadio, as sementes apresentavam aproximadamente 0,4 cm de comprimento e 0,2
cm de largura, coloragdo verde leitosa. O segundo estadio tinha aproximadamente 0,8 cm de
comprimento ¢ 0,4 cm de largura e coloragdo verde leitosa. O terceiro tinha 1,5 cm de
comprimento e 0,6 cm de largura, coloragdo verde brilhante. E o quarto estaddio tinha 1,27 cm
de comprimento e 0,7 cm de largura, coloragdo amarronzada. Foram coletadas 3 amostras de
cada estadio acima citado, que apos a coleta foram fixados em FAA70 (Johansen, 1940) e
depois armazenados em etanol a 70%, infiltradas em resina plastica seccionada transversal e
longitudinalmente utilizando uma navalha descartavel em micrétomo rotativo manual RM
2245 a 7um de espessura e corados com azul de toluidina 0,05% (O'Brien et al., 1964).
Andlise das laminas foram realizada usando um microscopio de luz Olympus BX51 e as
imagens foram capturadas com uma camera digital Olympus DP71 acoplado ao Software DP

Manager.
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Analise anatomica da testa do estadio 6 - as sementes do estadio 6 da coleta do ano de
2012 tiveram seu tegumento no lado oposto do hilo, regido hilar e cotilédones analisados
anatomicamente. As sementes passaram pelo mesmo processo de inclusdo em resina descrito
para a ontogénese.

Analises ultraestruturais: As amostras foram fixadas em FAA 70 e armazenadas em
alcool 70% e passadas por ponto critico no equipamento Ponto Critico Balzers Union. O
tegumento das sementes depois foram entdo aderidas ao porta amostra por meio de uma fita
adesiva condutiva, e metalizadas com ouro ionizado, no metalizador Bal-tec SCD 050. Apos a
metalizacdo, as amostras foram levadas para o microscopio eletronico de varredura SEM 515
da Philips para observagao.

Com base nas imagens obtidas, foram analisadas as diferengas apresentadas pelo
tegumento de sementes maduras (estddio 6) de seis coletas com auxilio de ImageJ] Software,
nas quais foram medidas as seguintes estruturas: altura das células em paligadas e espessura
da cuticula.

Dados climadticos - os dados de temperatura méxima, temperatura minima e precipita¢ao
pluvial dos locais de coleta, nos seis anos de estudo, foram obtidos na estacdo meteorologica
do Parque de Ciéncia & Tecnologia da USP (23°39'4" S, 46°37'20" W). O balanco hidrico
sequencial foi calculado com base nos dados de precipitacdo utilizando o modelo proposto por
Thornthwaite e Mather (1955), em ordem decrescente de escala com capacidade de agua
disponivel (AWC) de 125 mm (Leivas et al., 2006; Rolim et al., 2007).

Andlise estatistica: O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente
casualizado, abrangendo 6 estadios de maturacdo analisados entre si durante 6 ciclos de
maturacdo. Cada idade contou com 4 repeticdes de 20 sementes para as andlises fisioldgicas e
5 sementes para as analises fisicas. Os dados foram submetidos a andlise de variancia (teste F)
e as médias foram comparadas entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% (Gomes, 1982),

onde foi utilizado programa estatistico R.
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3  Resultados e discussao

Estudos ontogénicos

O ovario de E. speciosa € supero e com placentacdo marginal (figura 1a). Como foi
observado por Palermo & Agostini (2010), cada ovario apresenta em média 15 6vulos, mas
somente 46% sdo fecundados. Os ovulos de E. speciosa (figura 1b, c¢) sdo bitegumentados,
campildtropos com micrdpila em zigzag; a calaza e tegumento externo com 4 camadas na
anti-rafe, e o interno ¢ composto por 3 camadas. A presenca dos tegumentos externos e
internos também podem ser observados nos cortes transversais (figura 1d, e). Na regido da
micropila o tegumento externo tem um grande aumento no nimero de camadas e na regido da

rafe o numero de camadas celulares passa de 16.

Figura 1. Ovario e 6vulos de Erythrina speciosa. (a) Ovario em corte longitudinal mostrando
6vulos. (b) Ovulo maduro em corte longitudinal. (c) Detalhe do évulo evidenciando o tegumento
externo, interno e saco embriondrio em corte longitudinal. (d) Ovario em corte transversal
evidenciando o inicio de formagdo dos tegumentos. (¢) detalhe do 6vulo em corte transversal
evidenciando os tegumentos interno, externo e nucelo. Cz — Calaza; Cm — Célula méae de megasporo;
Fr — Feixe rafeal; Fu — Funiculo; nu — nucelo, Ti — Tegumento interno; Te — Tegumento externo; Ova
— Ovério, Ovu — Ovulo; Rf — Rafe; — micrépila. Escalas: (a) 500um; (b) 100pm; (c) 20um; (d) 50pum;
(e) 50um.
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As sementes de E. speciosa apresentam caracteristicas classicas das sementes com
dorméncia de leguminosas. A presenga de uma cuticula espessa, células em palicadas e a
linha lucida presentes em E. speciosa também foram observadas em sementes com dorméncia
fisica de Glycine max (L.) Merr., Vicia sativa L. e Medicago truncatula Gaertn. (Harris, 1987;

Biiyiikkartal ef al., 2013; Chai et al., 2016).

Ontogénese do envoltorio

No estadio 1 (figura 2a, b e f) o tegumento externo, na anti-rafe, tem 4 camadas. H4 um
discreto aumento radial das células da epiderme externa do tegumento externo, que ¢
recoberto por cuticula. Nao ha alteracdo nas outras camadas celulares do tegumento externo e
no tegumento interno.

No estadio 2 (figura 2c e g) a epiderme externa presente no tegumento externo, passa
por alongamento celular, iniciando a formac¢ao das células em pali¢adas. A parede periclinal
externa se torna espessada e ¢ recoberta por cuticula mais espessa que no estagio anterior. A
parede periclinal interna também se torna espessada e nenhuma mudanga ¢ observada no
restante do tegumento externo ou interno.

No estadio 3 (figura 2d e h) as células em palicada se alongam, mais que o estadio
anterior e aumentam também a espessura das paredes periclinais externa e interna da camada
em paligada, além da cuticula. Nesta fase ja ¢ possivel observar a diferenciacdo da camada de
células em ampulheta posicionadas logo abaixo da exotesta em paligada. As células mais
internas do tegumento externo (parénquima) tem as paredes espessadas € o tegumento interno
se apresenta colapsado.

No estadio 4 (figura 2e, i), em que a semente madura esta pronta para dispersdo, a
exotesta em palicada apresenta células com as paredes espessadas, recoberta por grossa

cuticula, e com depdsito de compostos fendlicos no citoplasma. A camada de células em
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ampulheta apresenta grandes espacos intercelulares entre as células e o restante do tegumento

externo e interno se apresentam com as células colapsadas.

Figura 2. Desenvolvimento dos tegumentos externos e internos de Erythrina speciosa. (a) Visdo
geral da semente em desenvolvimento, evidenciando os tegumentos interno e externo. (a, b, f)
estadio 1; (c, g) estadio 2; (d, h) estadio 3; (e, i) estadio 4. (b) Tegumento externo passando por
diferenciacdo celular. (c-d) Alongamento das células em palicadas e em ampulheta. (e) células em
palicadas e em ampulheta em sementes maduras. (f) Detalhe do tegumento interno formado por 3
camadas de células no estadio 1. (g, h) Reducdo da altura das células do tegumento interno nos
estadios 2 e 3 respectivamente. (i) Células do tegumento interno colapsadas e indiferenciadas do
parénquima na semente madura. ca — célula em ampulheta; co — cotilédone; cp — célula em paligada;
Em — embrido; pa — parénquima; Te — tegumento externo; Ti— tegumento interno.

Momentos ap6s a fecundagdo, as células da testa passam pelo processo divisdo e
alongamento celular e depois pelo processo de diferenciagdo. As células do tegumento
externo formam as células em palicadas, as células em ampulheta e o parénquima presentes na
semente madura, ja as células do tegumento interno sdo obliteradas. A presenca de
compostos fendlicos nas células em palicadas tem a fung¢do de proteger as sementes contra a
herbivora. As células em ampulheta, por possuirem amplos espagos intercelulares preenchidos
com ar na semente madura, tem a fun¢do de auxiliar na flutuabilidade (Cavazza, 1950; Moise
et al., 2005; Cardenas-Hernandez et al., 2011; Smykal et al., 2014).

O parénquima ¢ um tecido importante na testa das sementes, por possuir muitas
organelas, como por exemplo amiloplastos, reticulo endoplasmatico rugoso e plastidios,
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sendo um tecido metabolicamente ativo que fornece nutrientes para o embrido durante o
desenvolvimento. Nos estadios imaturos, as sementes possuem elevados teores de agua,
sugerindo que a agua presente preencha os espagos intercelulares auxiliando no transporte de
nutrientes entre a planta-mae e o embrido. Ja no estddio maduro, o tecido parenquimatico ¢é
considerado uma das barreiras de protecdo, durante a embebicao, contra patdgenos que podem

deteriorar o embrido (Ceballos ef al., 1998; Moise et al., 2005; Smykal et al., 2014).

Regido Hilar
A regido hilar das sementes de E. speciosa ¢ formada por estruturas elaboradas, com
uma dupla camada de células em palicadas, a barra de traqueides e o parénquima ao redor da
barra de traqueides.
* Palicada e Contra-palicada

Na regido do hilo, ¢ possivel observar as células da palicada e contra-paligada, que sdo

Figura 3. Diferenciagdo da contra-palicada em corte transversal do hilo em sementes de
Erythrina speciosa, visto em microscopia de luz (a) estadio 1; (b) estadio 2 (c) estadio 3; (d)
estadio 4. Fu — Funiculo; P¢ — células em palicadas; Pa — Parénquma, CP — contra-palicada
— divisdo da camada em palicada, formando a contra-palicada. Escalas: 50pm.
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consideradas tecidos motores, visto que a umidade relativa cai, a contra-palicada desidrata e
encolhe as margens da fissura e quando a umidade relativa aumenta elas ficam targidas e
fecham (Hyde, 1954).

No estadio 1 (figura 3a) ocorre um aumento radial nas células palicadas. Nao foi
possivel observar neste estadio as células contra-paligadas. No estadio 2 (figura 3b) ¢ possivel
observar o alongamento das células em pali¢adas e o inicio da divisdo celular a partir da fenda
hilar para a regido periférica do hilo, na formacao da camada contra-palicada. No estadio 3
(figura 3c) a divisdo celular ja estd completa, porém as células em palicadas apresentam
paredes finas. Ja no estadio 4 (figura 3d) € possivel observar o espessamento na parede celular
tanto das células em paligadas e como nas contra-paligadas ainda a presencga da linha lucida

entre essas células.

* Barra de traqueides

No estadio 1 (figura 4a) as células que irdo formar a barra de traqueides ainda estdo em

Figura 4 — Desenvolvimento da barra de traqueides em sementes de Erythrina speciosa. (a)
Estadio 1; (b) estadio 2; (c) estadio 3; (d) estadio 4. Fu — Funiculo; Pa — Parénquima; P¢ —
Células em palicadas; Tb — Barra de traqueides. Escala 200pum. 41



processo de divisdo celular, sem apresentar um formato definido. No estadio 2 (figura 4b) ¢
possivel observar a divisdo e expansdo das células que formardo a barra de traqueides. No
estadio 3 (figura 4c), as células da barra de traqueides passam por diferenciagdo celular da
regido central para as regides periféricas. Nesse estddio a barra de traqueides apresenta um
formato ovoide, sem limites ainda definidos. J4 no estadio 4 (figura 4d) ¢ possivel observar a
completa diferenciagdo do tecido que forma a barra de traqueides, sendo circundada por uma
camada espessa de pectina.

A Dbarra de traqueides tem paredes lignificadas e quase sempre orientadas
perpendicularmente ao eixo maior do hilo sendo diferenciada e rodeada por parénquima

frouxo com células de composi¢ao fenolica na regido subhilar. As células que formam a barra

de traqueides possuem paredes espessas e ornamentacdes elaboradas (figura 4a, b, ¢). A barra

Figura 5 — Detalhe da barra de traqueides em sementes maduras de Erythrina speciosa. (a,d)
Microscopia de luz; (b,c) Microscopia eletronica de varredura; (a, b, c¢) corte transversal; (d) corte
longitudinal. Escalas: (a,d) 100um; (b) 50pum; (c) Spm.
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de traqueides, comum na familia leguminoseae, esta presente em toda extensdo do hilo (figura

4d) (Cavazza, 1950; Corner, 1951; Patel, 1976; Lersten, 1982).

* Lente
Nas sementes de leguminosas ¢ possivel observar a presenca da lente, que geralmente

estd localizada préximo ao hilo, mas do lado oposto da micropila. Em sementes de E.

&

Figura 6 — Corte longitudinal em testa da sementes em Erythrina speciosa, evidenciando a
lente (barra) (a) microscopia de luz; (b) microscopia eletronica de varredura. Escalas:
50um. ca — células em ampulheta; ccp — células contra- paligadas; cp — células em
palicadas; pa — parénquima; ponta da seta — cuticula; ponta do tridngulo — linha lucida.

o
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speciosa, a lente foi localizada proximo a rafe, e as células em palicadas presentes nessa
regido sdo menores, como observa-se na Figura 6. A lente ndo faz parte da regido hilar apesar

de estar muito proxima (Lersten, 1982; Baskin, 2003).

Andalises anatomicas

Andlise anatdmica - o tegumento de sementes dormentes dentro da familia Fabaceae ¢
composto de quatro camadas (Figura 7b): (i) a camada mais externa ¢ a cuticula cerosa; (ii) a
epiderme compreende apenas uma camada de palicada também conhecida como células em
palicadas, além de camadas compreendendo células na regido hilar também chamadas de
contra-palicadas. Nessa camada (epiderme) ¢ possivel observar a presenca da linha licida,
que ¢ uma regido densa; (iii) a hipoderme ¢ formada por uma unica camada de células em
ampulheta, separadas por espacos intercelulares e ausentes na regido hilar; (iv) a quarta e

ultima camada ¢ formada por células de parénquima, nas quais sdo frequentes nas sementes
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maduras e se apresentam parcialmente ou completamente condensadas (Pammel, 1899;
Cavazza, 1950; Corner, 1951; Rolston, 1978; Werker, 1981; Kelly et al., 1992; Miller et al.,
1999; Souza e Marcos-Filho, 2001; Moise et al., 2005; Ferreira et al., 2011; Smykal et al.,
2014).

Na regido do hilo foi possivel observar a barra de traqueides (figura 7c), comum nas
Papilionoideae. Esta barra de traqueides ¢ larga, perfurada e lignificada. As células em
palicadas presentes nas sementes de E. speciosa sdo uniformes e na porg¢ao inferior € possivel
observar a presenca de compostos fendlicos no lume celular. No entanto, como regra, a testa
de sementes de leguminosas ndo ¢ lignificada, portanto a dorméncia ndo ¢ causada pela
lignificacdo das células em palicadas. A linha lucida presente nas células em paligadas
localiza-se abaixo da cuticula e pode ser composta por cutina ou suberina e celulose.

As células de parénquima estdo por todo tegumento de E. speciosa, também em torno
da barra de traqueides. Estas células sdo hidratadas nos quatro primeiros estddios de
maturagdo, que correspondem ao elevado teor de 4gua observado na anélise fisica. Ao final da
maturacdo (estadios 5 e 6), pode-se observar a redu¢do do teor de dgua pela compactacdo do
parénquima do tegumento e o aumento dos espacos intercelulares ao redor da barra de
traqueides, nas células em ampulheta e também entre as células do cotilédone. Além disso,
observou-se uma camada espessa de pectina, em torno da barra da traqueides e das células do
cotilédone, nos estadios finais de maturacdo, mas esse fator ndo foi observado nos primeiros
quatro estadios de maturacdo das sementes.

As células presentes nos cotilédones no estddio 1 tém vactolos que apresentam
retengdo de 4gua e pouca massa seca. Durante o processo de maturagdo a adgua ¢ substituida
por massa seca, como mostrado na Figura 7d, h, 1, p. Uma reducdo evidente no teor de dgua
ocorre no estadio 5 e 6 da maturacdo (Figura 7t, y) e esta reducdo pode ser observada através

das membranas celulares que ndo estdo proximas da parede celular.
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Ao analisar minuciosamente o tegumento no estadio 5 e 6 da maturacdo da coleta de

2012, foi possivel observar que houve uma diferenca estatistica na espessura da cuticula, onde
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Figura 7. Aspectos visuais da cor do tegumento, anatomia da regido do hilo, testa e
cotilédones nos 6 estadios de maturacdo de sementes de Erytrhina speciosa. Aspectos
visuais das sementes (a, e, i, m, g, u). Anatomia da testa na regido oposta ao hilo (b, f, j, n,
r, v). Anatomia da regido do hilo (c, g, k, 0, s, w). Anatomia dos cotilédones (d, h, 1, p, t,
x). Estadio 1 (imaturo) (a-d). Estadio 2 (e-h). Estadio 3 (i-1). Estadio 4 (m-p). Estadio 5 (q-
t) Estadio 6 (maduro) (u-y). Escalas: 1 cm (a, e, i, m, q, u). 200um (b, f, j, n, r, v). 500pm
(c, g, k, 0,8, w). 100um (d, h, 1, p, t, X). ca — células em ampulheta; ccp — células contra-
palicadas; cp — células em pali¢adas; pa — parénquima; tb — barra de traqueides; ponta da
seta — cuticula; ponta do triangulo — linha lticida.
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estadio 5 apresentou medida média de 0,110um e no estddio 6 0,080um. Essa diferenga na
espessura pode estar relacionada com a perda de 4gua natural, uma vez que as sementes do
estadio 5 tem a mesma aparéncia que as sementes do estadio 6, mas o tegumento do estadio 5
¢ amolecido e do estddio 6 tem aspecto rigido. Ja nas célula em palicadas ndo foram

observadas diferencas significativas quanto a altura das células.

Anadlises fisicas e fisiologicas

Durante o periodo de maturagdo foi possivel classificar essas sementes em 6 estadios
distintos através de caracteristicas morfoldgicas (figura 7), que também foram corroboradas
pelos resultados fisicos e fisioldgicos. Estadio 1 (E1) - coloragdo verde-claro sem manchas no
tegumento, comprimento médio de 1,3 cm (Figura 1a); Estadio 2 (E2) - coloragao verde-claro,
comprimento médio de 1,6 cm (Figura le); Estadio 3 (E3) - coloragdo verde-claro com
manchas castanho-claro, comprimento médio de 1,6 cm (Figura 1i); Estddio 4 (E4) -
coloragdo verde e coberto por manchas castanhas, comprimento médio de 1,88 cm (Figura
Im); Estadio 5 (E5) - coloracdo castanha com manchas verdes, comprimento médio de 1,52
cm (Figura 1q); Estadio 6 (E6) - coloragdo castanha, comprimento médio de 1,27 cm (Figura
u).

Os estadios identificados na ontogénese sdo diferentes dos apresentados na maturagao,
por conta da identificacdo das divisdes celulares que irdo formar os tecidos da testa. Portanto,
o estadios de 1 a 3 da ontogénese ocorrem antes do estddio 1 da maturagdo. O unico estadio
correspondente ¢ o estadio 4 da ontogénese com o estddio 6 da maturacdo, mostrando a
semente madura e pronta para a dispersdo. Ou seja, a ordem de desenvolvimento da semente ¢
composto pelos seguintes estadios em ordem cronologica: Ontogénese Estadio 1, Ontogénese
Estddio 2, Ontogénese Estddio 3, Maturagdo Estddio 1, Matura¢do Estadio 2, Maturagao
Estadio 3, Maturacao Estddio 4, Maturacdo Estadio 5 e Maturagdo Estadio 6 que ¢ o mesmo

que Ontogénese Estadio 4.
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Figura 8. Alteracdes fisiologicas nos estadios de matura¢do de Erytrhina
speciosa nos anos de 2010, 2011, 2012, 2013, 2014 ¢ 2015. “E” significa estadio
e o nimero ao seu lado corresponde ao estadio de maturacdo. Teor de agua (%
- em base Umida) (a). Massa seca (%) (b). Germinagao (%) (c). Tempo médio
de germinacdo (d). As letras comparam os estadios de maturacdo entre si
dentro de cada ano de coleta (2010, 2011, 2012, 2013, 2014 ¢ 2015).
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Sementes de Erythrina speciosa possuem um periodo de maturagdo relativamente
curto, aproximadamente 60 dias ap6s a antese. O processo de maturacao foi classificado como
classico, onde apresentam elevados teores de dgua nos primeiros estadios (E1 e E2) com
aproximadamente 80% para uma reducdo acentuada nos estadios finais (ES e E6) passando
para aproximadamente 10% (figura 8). Esse comportamento classico também pode ser
observado através do contetido de massa seca, que inicialmente foi de aproximadamente 0,05
g por semente no estadio 1 e passou para aproximadamente 0,310 g no estadio final (figura
8b. Além disso, ndo houve germinacdo no estddio iniciai, enquanto nos estadios 5 e 6 as
sementes germinaram em 100%, mas somente ap6s escarificagdo mecanica, uma vez que no
final do processo de maturacdo (estddio 6) houve dorméncia fisica com base na
impermeabilidade a 4gua do tegumento (figura 8c).

A diferenca temporal quanto ao tempo médio de germinacdo (figura 8d) pode estar
também relacionada a um possivel mecanismo de aceleragdo para adquirir a
impermeabilidade da camada de semente. De acordo com os dados obtidos, o tempo médio de
germinagdo das coletas de estadio 6 de 2010, 2011 e 2012 levou em média 23 dias, enquanto
as outras coletas demoraram cerca de sete dias para a protrusdo da raiz primdria. Além disso,
o tempo médio de germinagdo do estadio 5 (coleta 2015) foi de 16 dias, enquanto no mesmo
estadio da coleta de 2012 foi de 7 dias. Tal fato pode levantar questdes sobre se as condigdes
climaticas podem influenciar o grau de impermeabilidade, causando dorméncia fisica em
sementes imaturas. Essa impermeabilidade prematura do tegumento foi obtida ap6s sementes
imaturas de Trifolium ambiguum M.Bieb. serem artificialmente secas. Curiosamente, iSso
mostra que mesmo as sementes imaturas sdo capazes de responder a sinais externos, mesmo
que artificiais, resultando em dorméncia fisica prematura (Hay ef al., 2010).

O estudo de maturagdo nos 6 anos de coleta mostram que a faixa de temperatura
obtida durante cada ciclo de maturacdo foi semelhante. A Figura 9 (a, b, c, d, e, f) mostra que

o intervalo de precipitacdo causou diferentes balancos hidricos no solo (figura 9 g, h, 1, j, k, 1).
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Observaram-se similaridades nas condigdes climaticas entre as coletas de 2011 e 2014, nos
quais o déficit hidrico ocorreu ao longo de todo o periodo de maturagdo. Por outro lado, em
2013 e 2015 houve excesso de agua causado por altas taxas de precipitacdo durante a maior
parte do periodo de maturacdo.

Independente do balango hidrico encontrado no solo, a germinac¢do obtida nessas
coletas ndo seguiu um padrdo. Como por exemplo, nas coletas de 2011 e 2014 onde ocorreu
déficit hidrico durante a maturagdo, ocorreu também diferenca significativa entre as
porcentagens de germinagao, 2,2% e 40% respectivamente. Estudos realizados com Digitaria
milanjiana (Rendle) Stapf, mostram que a deficiéncia hidrica tornou as sementes mais

dormentes (Hacker, 1984), diferente do fato observado em sementes de E. speciosa.

4 Conclusdes
* A maturagdo de eritrina ¢ composta por 6 estadios distintos, comprovados por andlises
fisicas, fisiologicas, morfologicas e anatdmicas e leva em média 60 dias para a
obtencdo da semente madura apds a antese.
* No estadio 6 de pré-dispersao, essas sementes apresentam impermeabilidade a agua;

* Coletas de diferentes anos apresentam diferentes graus de dorméncia.
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Capitulos 2 - Grau de dorméncia em sementes de Erythrina speciosa

Andrews formadas sob diferentes condicoes ambientais
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Resumo — As condi¢des ambientais em que a planta-mae estd submetida interferem no
processo de maturacdo das sementes, ocasionam variacdes na qualidade fisioldgica das
sementes e também na instalacdo da dorméncia fisica. Sementes de Erythrina speciosa sao
totalmente tolerantes a dessecagdo e podem ser armazenadas por diversos anos. Além disso,
quando maduras apresentam o tegumento impermeével a absor¢ao de dgua. O objetivo deste
trabalho foi analisar fisica, fisioldgica e anatomicamente as modificagdes no grau de
dorméncia dessas sementes, bem como na sua sensibilidade a quebra dessa dorméncia,
conforme as condi¢des ambientais nas quais as sementes foram formadas. Sementes foram
coletadas em 6 anos consecutivos nas mesmas matrizes e analisadas quanto o grau de
dorméncia apresentado. Foi realizado também uma analise de correlacdo de fatores
ambientais, anatdmicos e fisioldgicos para identificar possiveis causas para a alteragdo no
grau de dorméncia. Com base nos resultados, foi possivel observar que as condigdes
climaticas em que a planta-mae estd submetida influencia no grau de dorméncia apresentado

pelas sementes.

Palavras-chave: dorméncia, impermeabilidade do tegumento, sementes florestais, mata

atlantica.-
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1 Introducao

A dorméncia € um processo fisioldgico que permite a sobrevivéncia das sementes em
ambientes adversos, ao prevenir a germinacdo imediata e/ou sincronizada, o que resulta na
dispersdo temporal das sementes. Entre diversos tipos de dorméncia caracterizados, a
dorméncia fisica imposta pela impermeabilidade do tegumento a 4gua ¢ encontrada na familia
das leguminosas. Ao final do processo de maturacdo ¢ comum as sementes apresentarem a
impermeabilidade do tegumento a 4gua e a dessecacdo, essa fase ¢ considerada como a
sinalizacdo para a instalagdo de dorméncia (Rolston, 1978; Slattery et al., 1982; Baskin e
Baskin, 2000; Jayasuriya et al., 2007; Nakagawa et al., 2007).

As condi¢des ambientais em que a planta-mae estd submetida interferem no processo
de maturagdo das sementes, ocasionando variacdes na qualidade fisioldgica das sementes e
também na instalagdo da dorméncia fisica. Esses resultados indicam que variagdes da
impermeabilidade do tegumento ocorrem naturalmente durante a maturacdo. Dessa maneira,
sementes da mesma espécie podem apresentar diferencas consideraveis quanto a dorméncia
fisica, se produzidas em diferentes locais ou anos (Hyde, 1954; Standifer et al., 1989; Hay et
al., 2010; Gama-Arachchige et al., 2011; Lamarca et al., 2013)

A impermeabilidade do tegumento em relacdo a 4gua ou gases ¢ conhecida como
dorméncia exdgena fisica e ¢ um fendmeno comum entre espécies da familia Fabaceae. Este
tipo de dorméncia pode ser causado por varidveis isoladas ou combinadas, tais como:
presenca de camada cerosa, presenca de quantidades significativas de suberina, cutina e
deposicdo de lignina na base das células, presenca de &cidos graxos nos espagos
intercelulares, oxidagdo de compostos fendlicos presentes nas células pigmentadas do
tegumento, bloqueio da fenda hilar em sementes secas e auséncia ou baixa densidade de poros
nas camadas superficiais do tegumento (Perez, 2004; Marcos Filho, 2015).

Para que essas sementes possam dar inicio ao processo de germinagdo ¢ necessario

que ocorra um rompimento nessa camada impermedvel. Portanto, em alguns casos sugere-se a
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utilizagdo de substancia quimica corrosiva, como o acido sulfurico. Acreditava-se que o acido
sulfurico poderia danificar os embrides das sementes, penetrando através de rachaduras no
tegumento durante o tratamento (Jordan et al, 1983). Porém, estudos bioquimicos com
Erythrina speciosa demonstraram que ndo ha penetracdo do acido em regides internas das
sementes (Koszo et al., 2007).

Erythrina speciosa Andrews (Leguminosae, Faboideae) ¢ uma espécie que apresenta
distribuigdo nas regides de Cerrado e da Mata Atlantica. E conhecida popularmente como
eritrina-candelabro, magaranduba, mulungu, saranduba ou suind. Apresenta aspecto arboreo,
entre 3 a 5 metros de altura, e ¢ muito utilizada como planta ornamental. Sementes de E.
speciosa sdo tolerantes a dessecagdo e podem ser armazenadas por diversos anos. Além disso,
quando maduras apresentam o tegumento impermedvel a absorcdo de dgua (Krukoff e
Barneby, 1974; Faria et al., 2007; Koszo et al., 2007; Mello et al., 2010; Lima, 2014).

O objetivo deste trabalho foi analisar fisica, fisioldgica, anatdmica as modificagdes no
grau de dorméncia conforme as condi¢des ambientais nas quais as sementes de E. speciosa
sdo formadas e, também, as variagdes na sensibilidade a quebra dessa dorméncia pela

escarificagdo.

2 Material e métodos
Material vegetal: frutos de Erythrina speciosa foram coletados de 30 matrizes do
Parque Cultural Catavento, em area urbana do municipio de Sdo Paulo, SP (23°32'44"S e
46°37'40"0) em outubro de 2010, 2011, 2012, 2013, 2014 e 2015. A extragdo das sementes
do estadio 6 foi realizada por meio de quebra dos frutos e retirada manual das sementes.
Analises fisicas: ao fim do beneficiamento, o teor de 4gua e o conteido de massa seca
das sementes foram avaliados pelo método gravimétrico, em estufa a 103°C por 17 horas. Os

resultados foram apresentados em porcentagem (base imida) e em mg/semente (Brasil, 2009).
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Andlises fisiologicas: foram realizados testes de germinagdo em sementes intactas
(testemunha) e sementes escarificadas manualmente. Apenas a coleta de 2012 ndo contou com
a escarificacdo mecanica no lado oposto ao eixo embrionario. Os testes de germinagdo foram
instalados em rolos de papel previamente umedecidos com dgua em 2,5 vezes o peso do papel
(Brasil, 2009), e acondicionados em sala de germinagdo regulada para 25°C com umidade
relativa de 70%. As avaliacdes foram realizadas a cada 2 dias durante 30 dias, sendo
registradas as sementes que emitiram raiz primdria, com tamanho igual ou superior a 0,5 cm
(para o calculo da porcentagem de germinacao). Foi calculado também, o tempo médio de
germinagdo de cada tratamento de escarificacdo e testemunha, utilizando a férmula
apresentada por Borghetti e Ferreira (2004).

Andalises anatomicas: sementes intactas de todos as coletas tiveram o tegumento na
regido oposta ao hilo analisadas. As amostras foram fixadas em FAA70 (Johansen, 1940) e
armazenados em etanol 70%, infiltradas em resina pléstica, seccionadas transversalmente com
navalha descartavel em microtomo rotativo manual; na espessura de 7um e coradas com azul
de toluidina 0,05% (O'Brien et al, 1964). A andlise das laminas foi realizada em
fotomicroscopio Olympus BXS51 e imagens com escala foram obtidas por camera acoplada
Olympus DP71, no programa DPManager.

A partir dessas imagens, foram analisadas diferencas apresentadas pelo tegumento das
sementes intactas das 5 coletas com ajuda do programa Imagel, onde foram medidas as
seguintes estruturas: altura das células em palicadas, células em formato de ampulheta e
parénquima, espessura da parede celular das células em palicadas e cuticula.

Analises climaticas: Os dados climaticos (temperaturas méaxima e minima e
precipitacdo), dos 6 anos estudados foram obtidos de estagdes meteorologicas instaladas no
Parque de Ciéncia e Tecnologia da USP (23°39°4”S 46°37°20”0). A escala decendial foi
elaborada calculando a média a cada dez dias dos anos estudados para a temperatura maxima

e temperatura minima, ¢ soma a cada dez dias para a precipitagdo. O balango hidrico
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sequencial também foi calculado com dados de precipitacdo pluvial utilizando o modelo
proposto por Thornthwaite e Mather (1955), em ordem decrescente de nivel de escala com
capacidade de dgua disponivel (AWC) de 125 mm (Leivas et al., 2006; Rolim et al., 2007).

Analises estatistica: O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente
casualizado. Cada tratamento contou com 4 repeticdes de 20 sementes para as andlises
fisiologicas e 4 repeticdes de 5 sementes para as analises fisicas e medidas da estrutura
celular. Os dados foram submetidos a andlise de variancia (teste F) e as médias foram
comparadas entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% (Gomes, 1982), utilizando o
programa estatistico R.

Analises de correlagdo: A correlagdo dos dados climaticos dos 6 anos de coleta (2010,
2011, 2012, 2013, 2014 e 2015) com dados fisicos, fisiologicos e anatdomicos do estddio 6
sem superacdo de dorméncia, foram realizados, submetidos a andlise de variancia (teste F) ao
nivel de 5%. Foi realizado um teste de correlacdo com 61 variaveis, sendo apresentado apenas

resultados que foram significativos.

3 Resultados e discussio

Andlises fisicas e fisiologicas - o teor de agua apresentado pelas sementes de Erythrina
speciosa nas 6 coletas avaliados, oscilou em torno de 3% (aproximadamente 9% a 12%,
figura 1a), semelhante ao observado para sementes de Erythrina velutina (entre 8% e 5%), por
Guedes et al. (2009), porém tal variacdo ndo foi estatisticamente diferente, assim como nao
foi para o conteudo de massa seca das coletas de 2011, 2012, 2014 e 2015 (figura 1b),
somente as coletas de 2010 e 2013 diferiram estatisticamente.

J4 a germinacdo das sementes ndo escarificadas (figura Ic) foi mais elevada nas
coletas de 2010 e 2014 e mais baixas nas coletas de 2011, 2012 e 2015. Apds a escarificagao
mecanica ser realizada as sementes passaram a germinar proximo de 100%, demonstrando

assim que as sementes sem escarificagdo que ndo germinaram estavam vivas e dormentes e
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Figura 1. Respostas fisicas e fisiologicas das sementes maduras de Erythrina speciosa em 5 anos.
(a) Teor de agua. (b) Massa seca. (¢) Germinagdo das sementes sem nenhum tratamento para
superacdo da dorméncia (Test.) e com escarificagio mecanica (E.M.). (d) Tempo médio de
germinacdo (TMG) das sementes sem nenhum tratamento e com escarificagdo mecénica. As letras
diferentes indicam diferencas estatisticas. Para germinacdo e TMG, foram comparados os lotes sem

tratamento entre eles e os lotes escarificados entre eles.

também que a escarificacdo mecanica ¢ uma metodologia indicada para quebrar a barreira de

impermeabilidade a 4gua e dar inicio ao processo de germinacgao.
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A diferenca nas porcentagens de germinacdo das sementes sem tratamento
demonstram que cada coleta apresentava um grau de dorméncia diferente. Carvalho e
Nakagawa (2012) esclarecem que ¢ possivel existir diferencas entre a dorméncia das coletas,
entre as plantas, na mesma planta e at¢ mesmo dentro do mesmo fruto, uma vez que as
condi¢des ambientais, nutricionais da planta e translocagdo de solutos ndo ocorrem
exatamente na mesma proporg¢ao .

O tempo médio de germinacdo (TMG) das sementes ndo escarificadas e da testemunha
(figura 1d) apresentou diferencgas estatisticas, mas nao foi observado uma relagdo entre
elevadas porcentagens de germinacdo e baixos valores de TMG. As coletas de 2010 e 2014,
por exemplo, que tinham germinacdo semelhante, foram diferentes quanto ao TMG, com a
coleta de 2010 demorando mais para germinar. Os valores de TMG das sementes
escarificadas mecanicamente foi mais baixo que as ndo escarificadas, ou seja as sementes
germinaram mais rapido por ndo apresentarem mais a barreira impermeéavel que retarda a
entrada da 4gua e consequentemente retarda a germinagdo. Exceto pela coleta de 2015 que as
sementes escarificadas levaram em média mais dias para germinar do que a testemunha.

Num estudo com sementes de E. speciosa realizado em duas coletas diferentes com
escarificagdo acida e com vérios tempos de imersdo foi possivel observar acréscimo na
porcentagem de germinagdo de acordo com o aumento no periodo de imersdo das sementes
em d&cido sulfurico. Mas cada coleta apresentou uma resposta diferente para superar
totalmente a dorméncia. Valores proximos a 100% foram obtidos no tratamento de imersao
por 15 minutos na coleta de 2010; ja na coleta de 2011, esse mesmo valor foi obtido no
tratamento de 40 minutos. Esses resultados mostram que as sementes apresentam diferencas
no grau de dorméncia e também na extensdo e forma em que o acido sulfurico promoveu a
corrosdo (Molizane, 2012).

J& foi visto na literatura que a dorméncia fisica pode apresentar diferentes graus em

diferentes anos de coleta, diferentes plantas na mesma coleta, na mesma planta, na mesma
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inflorescéncia e também no mesmo fruto (Carvalho e Nakagawa, 2012). Mas ao observar os
resultados obtidos por Molizane (2012) com escarificacdo 4cida em E. speciosa, € possivel
supor que a deposicdo de compostos que promovem a dorméncia fisica ndo sdo depositados
igualmente em toda a testa das sementes. Entdo a mesma semente pode apresentar areas de
maior ou menor impermeabilidade. Essas areas de menor impermeabilidade sob a¢ao do 4cido
sulfurico apresentam areas mais extensas e profunda de corrosdo na camada paligada, como
observado na coleta de 2010, e areas de corrosdo menos profundas e menos extensas, como
observado na coleta de E. speciosa analisado em 2011. Ainda, seguindo essa teoria, as areas
mais impermeaveis apresentaram menos corrosdo, ou seja, continuaram impedindo a entrada
da 4gua, necessitando assim de maior tempo de imersdo para permitir a entrada da agua.

Esses resultados demonstram que as sementes com um grau de dorméncia fisica mais
elevado podem apresentar areas maiores com deposigdes de compostos quimicos que, durante
a secagem, se tornam hidrofobicos. J4 as sementes com um menor grau de dorméncia
apresentam menos 4reas com essa deposi¢do. Esse gradiente de dorméncia por
impermeabilidade a agua apresentado pelas sementes pode estar relacionado com as
condi¢des climaticas entre periodo da floracdo e maturidade das sementes. A influéncia das
condi¢des climaticas pode modificar a translocagdo dos compostos fotossintetizados, e ainda
promover alteracdes quimicas nesses compostos provenientes de uma disponibilidade
nutricional do solo (Pimentel, 2004).

Na andlise de correlagdo, a umidade relativa no més de setembro (no periodo de
formag¢do da semente correspondente aos estadios 2 e 3) apresentou uma correlagdo negativa
com a massa seca apresentada pelas sementes de E. speciosa do estadio 6 (maduro), conforme
descrito no capitulo 1 dessa tese. Entdo quanto maior a umidade relativa menor ¢ a massa seca
apresentada pelas sementes. J& a umidade relativa do més de setembro teve uma correlagao
negativa com a massa seca apresentada pelas sementes. No més de setembro, a formagao da

sementes se intensifica e a troca de adgua por matéria seca ocorre nesse periodo. Portanto
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quanto maior a umidade relativa, menor ¢ a massa seca, devido a pouca eficiéncia na
translocac¢do de solutos.

Na andlise de correlacdo (tabela 1) ndo foi observado significancia do estresse hidrico,
por falta de 4gua no solo, com grau de dorméncia fisica apresentado por E. speciosa, apesar
de ter sido um fator citado por Baskin & Baskin (2014) como um dos gatilhos para altera¢ao
na dorméncia fisica nas 13 espécies estudadas por esses autores. Também diferente do que foi
observado em sementes de E. speciosa, sementes de Digitaria milanjiana (Rendle) Stapf,
mostram que a deficiéncia hidrica tornou as sementes mais dormentes (Hacker, 1984).
Portanto independente do balang¢o hidrico encontrado no solo (figura 3), a germinagao obtida

nessas coletas ndo seguiu um padrdo, como pode ser observado na coletas de 2011 e 2014.

Tabela 1. Correlagdo dos dados fisiologicos e climaticos ocorridos durante os 6 anos de maturagao
avaliados em sementes de Erythrina speciosa.

Germ UR.mai UR.set
TA 0,927 * -0,929 * -0,368
MS -0,030 -0,332 -0,865 *
Germ -0,828 * -0,016

Germ = germinagdo. UR.mai = Umidade relativa no més de maio. UR.set = umidade relativa
no més de setembro. TA = teor de agua. MS = Massa seca. TMG = Tempo médio de germinagdo. (*)
= resultados significantes ao nivel de 5%. A tabela mostra apenas os resultados significativos. A
analise de correlacdo foi analisado com 61 variaveis, mas somente os resultados significativos foram
apresentados nesta tabela.

O teor de dgua apresentado pelas sementes no final do processo de maturagdo também
¢ um dos fatores que podem influenciar a dorméncia fisica por impermeabilidade a agua.
Sementes de Geranium carolinianum apresentaram como gatilho, a redu¢do no teor de agua
para instalagdo da dorméncia por impermeabilidade. Sementes imaturas que foram secas até
atingirem 11% de agua estavam totalmente dormentes, enquanto sementes com 13% nao
tiveram a dorméncia instalada (Gama-Arachchige ef al., 2011). Na andlise de correlagdao
(tabela 1) analisados neste estudo obteve-se uma resposta positiva para o teor de dgua e a

germinacdo, portanto quanto menor o teor de d4gua menor ¢ a porcentagem de germinagao.
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Também foi possivel observar que a umidade relativa elevada no més de maio (periodo de
formagdo dos botdes florais) demostrou uma correlagdo negativa com a germinacdo entio
quanto maior a umidade relativa no més de maio, menor ¢ a germinagdo e também o teor de
agua.

Andlises anatomicas: As sementes de E. speciosa apresentam um tegumento marrom
escuro. A testa ¢ formada por uma camada paligcada alta, com a linha lucida evidente, que esta
localizada proximo a cuticula (Figura 2), da mesma forma que foi observada em sementes de
Erythrina lysistemon Hutch. (Cavazza, 1950; Corner, 1951; Manning e Staden, 1985; Kelly et

al., 1992; McDonald, 1999; Souza e Marcos-Filho, 2001).

«l(" / P.‘}« ra%

Figura 2. Anatomia da testa de sementes maduras (estagio 6) de E. speciosa, analisada em seis
anos consecutivos. (a) 2010; (b) 2011; (c) 2012; (d) 2013; (e) 2014; (f) 2015. Escala 100um ca
— células em ampulheta; ccp — células contra-palicadas; cp — células em paligadas; pa —
parénquima; tb — barra de traqueides, ponta da seta — cuticula; ponta do tridngulo — linha Iacida.

Apesar de observar que a cuticula presente na coleta de 2010 (Figura 2a) ¢ mais fina,
podendo facilitar a entrada da agua, essa mesma reducdo na espessura da cuticula ndo foi
observada na coleta de 2014 (Figura 2e), uma vez que as porcentagens de germinacao nas

sementes ndo escarificadas sdo semelhantes. Portanto ndo ¢ possivel atribuir a cuticula toda a
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responsabilidade sobre a impermeabilidade a 4gua. Também ndo ¢ possivel atribuir a altura
das células em paligadas a responsabilidade pela impermeabilidade a 4gua em sementes de E.
speciosa, uma vez que a analise de correlagdo ndo apresentou uma resposta significativa com

a germinacdo. Esses resultados contradizem os resultados obtidos por Chai et al. (2016) e
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Figura 3. Condicdes climaticas e déficit hidrico durante os 6 anos de avaliagdo da maturagdo em
sementes de Erythrina speciosa. Precipitagdo pluvial, temperaturas minimas e maximas decendiais
(a-f). Déficit hidrico e umidade relativa dencendial (g-1). 2010 (a, g). 2011 (b,h). 2012 (c.i). 2013 (d,j).
2014 (e,k). 2015 (£, i).
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Harris (1987) em sementes de Glycine max e Vicia sativa. Os autores indicam o tamanho da
célula em palicada e a espessura da cuticula como responsaveis pela dorméncia por
impermeabilidade a 4gua. As sementes dormentes apresentavam a linha lucida densa, cuticula
mais espessa e células em palicadas maiores do que nas sementes ndo dormentes.

Seguindo o modelo proposto por Barbedo et al. (2013), as sementes apresentam
diferentes graus de tolerancia a dessecacdo e graus de capacidade de armazenamento, que
estdo intimamente relacionados com o avango no processo de maturacdo. As sementes que
permanecem mais tempo conectadas a planta-made avancam mais no processo de maturagdo e
desenvolvem maior tolerancia a dessecagdo. Ainda segundo esses autores, as sementes que
apresentam dorméncia tem longevidade aumentada, pois a impermeabilidade a agua protege
contra a a¢do de condi¢des adversas do ambiente em que a semente pode estar submetida. Tal
fato foi observado em sementes intactas de E. speciosa que passaram por envelhecimento
acelerado e ndo perderam a capacidade germinativa, como seria esperado em sementes sem
dorméncia fisica (Brancalion et al., 2010).

Em E. speciosa ndo ¢é possivel apontar com certeza qual ¢ o gatilho para a alteragdo no
grau de dorméncia, uma vez que as condig¢des climaticas foram diversas durante os 6 anos de
estudo. As sementes que apresentam dorméncia por impermeabilidade tem uma programagao
genética para desenvolver camadas especificas na testa da semente que poderdo induzir a
instalacio da dorméncia, mas sé isso ndo ¢ necessario para que se tornem realmente
impermeéveis. Barbedo er al. (2013) ainda sugerem que dorméncia ndo estd integralmente
ligada ao processo de maturacdo. Da mesma forma em que ocorrem graus de tolerancia a
dessecagdo, podem ocorrer também graus de dorméncia por impermeabilidade a agua. E no
caso de E. speciosa varios fatores em sequéncia podem influenciar no grau de dorméncia,
como por exemplo, maior deposicdo de compostos especificos nas células em palicadas e
cuticula, através de condi¢des climaticas adequadas, tempo de permanéncia da semente ligada

a planta-mae e secagem natural. As sementes que permanecem mais tempo ligadas a planta-
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mae podem receber mais fotossintetizados e isso pode aumentar a deposicdo de compostos
tanto nos cotilédones, como na testa, fazendo com que haja aumento na matéria seca da

semente e redu¢do no teor de agua.

4 Conclusdes

- Coletas diferentes da mesma espécie, com mesma base genética e formadas em
diferentes condi¢des ambientais podem apresentar graus de dorméncia diferentes, ndo
sendo identificado qual ou quais os fatores que influenciam nessa alteragao

- Nao foram encontradas diferencas anatomicas que estejam relacionadas com os
diferentes graus de dorméncia apresentada pelas sementes de E. speciosa.

- A escarificagdo mecanica para E. speciosa ¢ uma metodologia eficiente para a
superacao da dorméncia, pois permite que a dgua tenha facilidade de penetragdo até o

embrido e possa dar inicio ai processo de germinagao
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Capitulos 3 - Inducio da impermeabilidade do tegumento em relaciao

a agua durante a maturacio em sementes de Erythrina speciosa Andrews.

70



RESUMO — A dorméncia ¢ um processo fisiologico que permite a sobrevivéncia das
sementes em ambientes adversos, ao prevenir a germinacdo, o que resulta na dispersdao
temporal das sementes. Ao final do processo de maturagio ¢ comum as sementes
apresentarem a impermeabilidade do tegumento a 4gua, sendo considerada a dessecagdo,
como uma sinalizacdo para a instalacdo de dorméncia. As condigdes ambientais em que a
planta-mae estd submetida interferem no processo de maturagdo das sementes, ocasionando
variacdes na qualidade fisioldgica das sementes e também na instalagdo da dorméncia fisica.
O objetivo desse trabalho ¢ verificar se a impermeabilidade da testa apresentado em sementes
maduras de Erythrina speciosa pode ser observada em sementes imaturas que passaram pelo
processo de secagem ex situ. Sementes de 3 estddios imaturos foram secas em intervalos
gradativos. Incialmente e apds a secagem as sementes passaram por avaliagdes fisicas (teor de
agua — 103° C/17h) e fisioldgicas (germinagdo — 25°C). Amostras de cada nivel de secagem
foram fixadas em FAA70, desidratadas, incluidas em resina plastica, seccionada, corada em
azul de toluidina e analisadas. A secagem, mesmo que ex situ foi capaz de promover a
instalacdo da impermeabilidade da testa. Nas duas coletas analisados foi possivel observar
diferencas significativas nos estddios de maturacdo que ocorreu a instalagdo da dorméncia, na
primeira coleta, o estadio 3 apresentou dorméncia nas secagens mais severas, enquanto na
coleta 2 foi somente no estadio 5. Foi observado também que as condi¢des climaticas em que

planta-mae esta submetida pode influenciar o vigor das semente e ainda a dorméncia.

Palavras-chave: sementes florestais, dorméncia, secagem, tolerancia a dessecagao.
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1 Introducao

A dorméncia apresentada pelas sementes de algumas espécies permite a sobrevivéncia
das sementes em ambientes adversos, resultando na dispersdo temporal das sementes. Entre
diversos tipos de dorméncia listado, a dorméncia fisica imposta pela impermeabilidade do
tegumento a agua ¢ facilmente encontrada em Fabaceae. Ao final do processo de maturagdo ¢
comum as sementes apresentarem a dorméncia por impermeabilidade a agua (DIA), sendo
considerada a dessecacdo, como uma sinalizagdo para a instalagdo de dorméncia (Rolston,
1978; Slattery et al., 1982; Baskin e Baskin, 2000; Jayasuriya et al., 2007a, 2007b; Nakagawa
etal.,2007).

As condi¢des ambientais em que a planta-mae estd submetida interferem no processo
de maturacdo das sementes, ocasionando variacdes na qualidade fisioldgica das sementes,
como observado em sementes de Caesalpinia echinata (Lamarca et al., 2013). Esses
resultados indicam que varia¢des da impermeabilidade do tegumento ocorrem naturalmente
durante a maturagdo, dessa maneira, sementes da mesma espécie podem apresentar diferengas
consideraveis quanto a dorméncia fisica, se produzidas em diferentes locais ou anos (Hyde,
1954; Standifer et al., 1989; Hay et al., 2010; Gama-Arachchige et al., 2011).

Sementes imaturas de 77ifolium ambiguum submetidas a secagem artificial adquiriram
dorméncia fisica simultaneamente ao processo de tolerdncia a dessecagdo, evidenciando
assim, que mesmo sementes imaturas sdo capazes de responder a sinais externos, mesmo que
artificiais, que resultam na instalagdo prévia da dorméncia fisica. J& em sementes de
Geranium carolinianum, o teor de agua apresentado nas sementes imaturas secas foi o
responsavel pela instalacdo da dorméncia. Sementes com 11% de dgua estavam totalmente
dormentes, enquanto sementes com 13% ndo tiveram a dorméncia instalada (Hay et al., 2010;
Gama-Arachchige et al., 2011).

Erythrina speciosa Andrews (Leguminosae, Faboideae) ¢ uma espécie que apresenta

distribuigdo nas regides de Cerrado e da Mata Atlantica. E conhecida popularmente como
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eritrina-candelabro, magaranduba, mulungu, saranduba ou suind. Apresenta aspecto arboreo
entre 3 a 5 metros de altura, e ¢ muito utilizada como planta ornamental. Sementes de E.
speciosa sdo tolerantes a dessecacdo e podem ser armazenadas por diversos anos, além disso,
quando maduras apresentam o tegumento impermedvel a absorcdo de dgua (Krukoff e
Barneby, 1974; Faria et al., 2007; Koszo et al., 2007; Mello et al., 2010; Lima, 2014).

O objetivo desse trabalho ¢ verificar se a impermeabilidade da testa apresentada em
sementes maduras de Erythrina speciosa pode ser observada em sementes imaturas que
passaram pelo processo de secagem ex situ, corroborando assim para a teoria de que essa
dorméncia ndo esta vinculada ao processo de maturacao e sim com a secagem natural ocorrida

ao final da maturagao.

2 Material e métodos

Material vegetal: Frutos de Erythrina speciosa foram coletados de 30 matrizes do
Parque Cultural Catavento, em éarea urbana do municipio de S3o Paulo, SP (23°32'44"S e
46°37'40"0), entre os meses de agosto a outubro de 2013 e 2014. Trés coletas foram
realizadas a fim de obter 3 dos 6 estddios de maturacdo. A extragdo das sementes foi realizada
por meio de quebra dos frutos e retirada manual das sementes e, em seguida, classificadas em
6 estadios de maturacdo conforme descrito abaixo, utilizando as caracteristicas morfologicas
do tegumento e tamanho das sementes, como descrito no primeiro capitulo dessa tese: Estadio
3 (E3) - coloragdo verde-claro com manchas castanho-claro, comprimento médio de 1,6 cm;
Estaddio 4 (E4) - coloragdo verde e coberto por manchas castanhas, comprimento médio de
1,88 cm; Estadio 5 (ES5) - coloragdo castanha com manchas verdes, comprimento médio de
1,52 cm.

Andlises fisicas e fisiologicas: Ao fim do beneficiamento, imediatamente o teor de
agua e o contetido de massa seca das sementes de cada estddio acima citado, foram avaliados

pelo método gravimétrico, em estufa a 103°C por 17 horas, utilizando 4 repeti¢des de 5
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sementes, e os resultados apresentados, respectivamente, em porcentagem (base imida) e em
mg/semente (Brasil, 2009). Os testes de germinagdo foram instalados em rolos de papel
previamente umedecidos com agua em 2,5 vezes o peso do papel (Brasil, 2009), e
acondicionados em sala de germinagdo regulada para 25°C com umidade relativa de 70%. As
avaliagdes foram realizadas a cada 2 dias durante 30 dias, sendo registradas as sementes que
emitiram raiz primdria, com tamanho igual ou superior a 0,5 cm (para o calculo da
porcentagem de germinacdo). Foi calculado também, o tempo médio de germinacao de cada
tratamento de secagem de cada estadio segundo a férmula de Borghetti e Ferreira (2004).
Secagem: Sementes de E. speciosa nos estadios acima citados foram submetidas a
secagem em estufa a 40°C com circulacdo forgada de ar, reduzindo o teor de agua inicial das
sementes em intervalos gradativos até atingirem teor de dgua de 7%. Apds cada etapa de
secagem, o teor de 4gua e germinacdo foram avaliados. As sementes que apresentaram a testa
impermeavel foram entdo escarificadas mecanicamente com auxilio de lixa para madeira
niamero 60, divididas e submetidas a dois testes, o primeiro foi o teste de germinacao,
conforme descrito acima e o segundo foi o teste de tetrazdlio, onde as sementes foram
incubadas diretamente na solucdo de sal de tetrazélio 0,01% por 24 horas. As sementes que

apresentaram coloracdo rosa suave foram consideradas vidveis (Franca-Neto, 1994).

Andlises anatomicas: Sementes de cada tratamento de secagem dos estadios 3, 4 ¢ 5
da coleta de 2013 e estadios 4 e 5 da coleta de 2014 tiveram seus tegumentos analisados
anatomicamente. Amostras de sementes citados anteriormente foram fixadas em FAA70 e
armazenados em etanol 70%. As amostras foram infiltradas em resina plastica (Leica
Historesin®), seccionadas transversalmente com navalha descartdvel em micrétomo rotativo
manual RM2245 (Leica®), na espessura de 7um; e coradas com azul de toluidina 0,05%
(O'Brien et al., 1964). A andlise das laminas foi realizada em fotomicroscopio Olympus
BX51 e as imagens foram obtidas por cadmera acoplada Olympus DP71, no programa

DPManager, sendo as escalas obtidas nas mesmas condi¢des das fotomicrografias.
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A partir dessas imagens, foram analisadas diferencas apresentadas pelo tegumento das
sementes das 2 coletas analisadas (2013 e 2014). Andlises minuciosas foram realizadas com
ajuda do programa Imagel], onde foram medidas as seguintes estruturas: altura de cada
camada presente no tegumento, ou seja, células em palicadas, células em ampulheta e
parénquima, além das medidas de espessura da cuticula.

Andalises estatistica: O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente
casualizado, abrangendo 3 estddios de maturacdo analisados entre si entre as secagens,
utilizando 4 repetigdes de 20 sementes para as analises fisiologicas e 5 sementes para as
analises fisicas. As medidas realizadas em cada estrutura da testa contou com 3 repeticdes
para cada tratamento. Os dados foram submetidos a analise de variancia (teste F) e as médias
foram comparadas entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5%, onde foi utilizado o programa

estatistico R.

3 Resultados e discussio

Andlises Fisicas e Fisiologicas: a secagem realizada nas sementes imaturas de
Erythrina speciosa (figura la, b), apresentou um resultado com diferencas significativas em
ambos as coletas. O estddio 3 de ambas as coletas inicialmente estava com 70% de teor de
agua. Na coleta de 2013, foi possivel secar até 7% de agua, ja na coleta de 2014, 12%. No
estadio 4, o teor de dgua inicial para a coleta de 2013 foi de 50% e na coleta de 2014 foi de
60%. A secagem maxima atingiu, na coleta de 2013, 7% e na coleta de 2014 foi de 14%. Ja no
estadio 5, o teor de dgua inicial para a coleta de 2013 foi de 38% e para a coleta de 2014 foi
de 36% e a secagem maxima foi de 7% para a coleta de 2013 e para a coleta de 2014 foi de
12%.

No estadio 3 da coleta de 2013 as sementes se tornaram impermeaveis ao atingirem 15
e 7% de teor de dgua nas secagens S3 e S4, respectivamente, como pode ser observado

através da reducdo da resposta germinativa, que atingiu 11 e 3%. J4 no estadio 4 da coleta de
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Figura 1 — Respostas fisicas e fisiologicas de sementes de Erythrina speciosa imaturas
intactas ¢ submetida a secagem forgada. (a, b) Teor de dgua do lote de 2013 e 2014
respectivamente. (c, d) Germinagdo do lote de 2013 e 2014 respectivamente. (e, f) Tempo
médio de germinagdo do lote de 2013 e 2014 respectivamente. E3- Estadio 3; E4 — Estadio
4; ES — Estadio 5; S — secagem; E — Escarificada, I — Intacta. As letras comparam as
secagem em cada estadios de maturacdo entre si dentro de cada ano de coleta (2013 e 2014).

2013 as sementes sO se tornaram impermedveis ao atingirem 31 e 7% de teor de agua, pois
apresentaram 8 e 4% de germinagdo, nas secagens S3 e S4, respectivamente. Ja no estddio 5 a
mesma diferenca foi observada. Na coleta de 2013 as sementes apresentaram DIA quando
atingiram 7% de teor de 4gua com 4% de germinagdo. J4 na coleta de 2014, somente o estadio
5 foi capaz de desenvolver impermeabilidade a dgua. As secagens S2 e S3 ao atingiram 13 e
12% de teor de agua apresentaram 6 e 3% de germinagdo, respectivamente. Todos os

tratamentos de secagem que apresentaram impermeabilidade & dgua foram posteriormente
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escarificadas mecanicamente para verificar a viabilidade da coleta. Em todos os casos as
porcentagens de germinagdo variaram entre 80 e 97% de germinagdo, demonstrando que as
sementes desenvolveram impermeabilidade a 4gua, como pode ser observado na figura 1.

A baixa porcentagem de germinacdo apresentado pelos estadios 3 e 4 (figura 1c) de
ambos as coletas, pode até ser parecida inicialmente, mas ha diferencas significativas quanto a
instalacdo da DIA. No estddio 3 da coleta de 2013, as sementes adquiriram DIA, como
demonstrado acima, mas no estddio 3 da coleta de 2014 (figura 1d) as sementes ndo foram
capazes de sobreviver a secagem pois ainda ndo haviam se desenvolvido o suficiente para se
tornarem tolerantes a dessecagdo. Ja no estadio 4, as porcentagens de germinacao (figura c),
também apresentaram diferengas quanto a DIA. Na coleta de 2013, € possivel observar que as
sementes desenvolveram DIA e apds a germinacdo ocorreu aumento na porcentagem de
germinagdo. O mesmo ndo foi observado no estaddio 4 da coleta de 2014 (figura 1d), visto que
a resposta germinativa demonstra que as sementes ja estavam tolerantes a dessecacdo, mas
nao possuiam DIA.

Com base nos resultados de teor de dgua e germinagdo ¢ possivel afirmar que as
sementes imaturas se tornaram impermedveis, mas ndo ¢ possivel determinar qual
porcentagem de teor de 4gua apoOs a secagem torna a semente impermeavel em sementes de E.
speciosa, uma vez que cada estadio de cada coleta apresentou um teor de dgua diferente para a
instalacdo da DIA. Diferente do que foi observado por Gama-Arachchige et al. (2011), com
sementes de Geranium carolinianum, que apresentaram como gatilho, para instalagdo da
dorméncia por impermeabilidade, o teor de dgua. Sementes imaturas que foram secas até
atingirem 11% de agua estavam totalmente dormentes, enquanto sementes com 13% nao
tiveram a dorméncia instalada, apesar dos autores terem utilizado uma tUnica coleta para
determinar o gatilho para a instalagdo da DIA.

Diferengas na germinagdo em sementes provenientes do mesmo local, mas de anos

distintos sdo esperados, uma vez que as condigdes climdticas em que a planta-mae esta
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submetida podem influenciar na maturagdo e vigor. No segundo capitulo dessa tese, foi
possivel observar que sementes de E. speciosa analisadas durante a maturagdo em 6 anos
consecutivos demonstraram diferencas na DIA, e foram influenciadas pelas condi¢des
climaticas. Em um estudo com o intuito de verificar se a dorméncia apresentada em varias
espécies estava relacionada com hereditariedade ou condigdes ambientais em que a planta-
mae estava submetida, foi verificado que as condicdes ambientais influenciaram
significativamente as caracteristicas de dorméncia e germinagdo, mas nem todas apresentaram
o mesmo gatilho para a instalacdo da DIA (Baskin e Baskin, 1973).

O tempo médio de germinagdo (TMG) apresentou diferencas significativas entre as
sementes intactas € as que foram secas. No estadio 3 da coleta de 2013 (figura le), foi
possivel observar que nas secagens S3 e S4, as sementes germinaram apds aproximadamente
25 dias do inicio do teste de germinacdo, enquanto na semente intacta € nos niveis de
secagens iniciais foi de no maximo 7 dias. J4 na coleta de 2014, TMG foi de 7 dias, sem
diferengas significativas entre as secagens, exceto pela secagem final, onde as sementes
estavam deterioradas, ou mortas. No estddio 4 da coleta de 2013, foi possivel observar um
aumento significativo somente nas secagens S2 e S3, mesmo que o indice seja maior na
secagem S2 do que na secagem S3. Na coleta de 2014, apesar do aumento no TMG, que nas
sementes intactas era de aproximadamente 5 dias e na secagem S3 foi de 13 dias, as sementes
secas ndo apresentaram DIA. Ja no estddio 5 na coleta de 2013 s6é foi possivel observar
diferengas significativas entre as sementes intactas e os tratamentos de secagens S1/S2 e S3,
mas para a coleta de 2014 ndo foram observadas diferencas estatisticas entre o TMG, o
tratamento inicial e os tratamentos de secagem. Diferencas no TMG podem indicar que o
processo de instalagdo da DIA estava em progresso, mas que ainda nio havia atingido toda a
semente, portanto a adgua demorou mais tempo para entrar e dar inicio ao processo de
germinacdo, como foi possivel observar em estadio 3 e 4 nos tratamento S3 e S4, assim como

no estadio 4 da coleta de 2014 no tratamento S3.
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Além da utilizacdo dos testes de germinacdo com escarificagdo mecanica nas sementes
de E. speciosa imaturas que desenvolveram a DIA, testes de tetrazolio (figura 2a, b) também
foram realizados em ambas as coletas. O teste de tetrazolio ¢ amplamente utilizado para
verificar a qualidade da coleta, obtendo o resultado em poucos dias, sem a necessidade de
aguardar até o final do teste de germinagdo para uma tomada de decisdo. No caso das
sementes de E. speciosa que adquiriam DIA, analisados neste estudo, os resultados foram
semelhantes ao encontrado nos testes de germinagdo. As sementes que foram capazes de
instalar a DIA, apresentavam cotilédones e eixo embrionarios corados de rosa suave, seguindo
os padrdes utilizados por Francga-Neto (1994), para determinagdo da viabilidade das sementes,
portanto ndo apresentavam danos que fossem letais. Esse resultado ¢ semelhante aos testes de
germinagdo com sementes que foram escarificadas mecanicamente, aonde a porcentagem de

germinacao apresentou valores proximos a 90%.
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Figura 2 — Analise de sementes de Erythrina speciosa imaturas que adquiram dorméncia
apds a secagem avaliadas através do teste de tetrazolio. (a) Lote de 2013. (b) Lote de 2014.
E3- Estadio 3; E4 — Estadio 4; E5 — Estadio 5; S — secagem.
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As secagens mais severas realizadas nas sementes de E. speciosa na coleta de 2014
além de ndo apresentarem DIA, também mostraram a intolerdncia a dessecacdo, pois a
reducdo da porcentagem de germinacdo esta relacionada com a deterioracdo e morte das
sementes. A capacidade de tolerar a dessecacdo e instalar a DIA ndo foi a mesma para as duas
coletas analisadas, sugerindo assim que existe a necessidade de um desenvolvimento minimo
e independentemente da capacidade de germinar, tolerar a dessecacdo e também instalar a

DIA. Essas diferengas observadas em ambas as coletas de E. speciosa ndo ocorreu com
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sementes de Trifolium ambiguum (Kura clover), pois o resultado obtido sdo semelhantes
quanto ao momento de inicio do processo de germinagdo e também da aquisi¢do da tolerancia
a dessecagdo. No estudo os resultados com 7. ambiguum mostram que as sementes atingiram
o mesmo desenvolvimento minimo em momentos semelhantes durante a maturacdo, tanto
para a capacidade germinativa, que se desenvolveu primeiro, como também para a capacidade
de tolerar a desseca¢do, que se desenvolveu depois (Hay et al., 2010).

Os resultados desse estudo nos mostram que as sementes da coleta de 2014, nos
estadio 3 e 4 ndo atingiram o desenvolvimento minimo para tolerar a dessecacdo ex situ, e
nem desenvolver a DIA, apesar das sementes apresentarem as caracteristicas morfologicas,
anatomicas e teores de adgua semelhantes a coleta de 2013. E possivel observar, também,
diferengas no desenvolvimento das sementes entre os estadios 3 das duas coletas. A coleta de
2013 ja tinha iniciado o processo de reversdo do metabolismo de acimulo de reservas para dar
inicio ao processo de germinagdo, enquanto a coleta de 2014 teve essa reversdo ocorrendo
durante a secagem, o que pode ter influenciado na capacidade de tolerar a dessecagdo. Essa
reversdo no metabolismo ¢ descrito na literatura como um processo de preparacao da semente
para o periodo quiescente ou para DIA (Angelovici ef al., 2010).

As sementes maduras de E. speciosa s3o tolerantes a desseca¢do e a quantidade
elevada de agticares e lipideos presentes no cotilédone e eixo embriondrio podem promover
uma protecdo nas membranas celulares embriondrias contra danos causados pela dessecacao
(Mello et al., 2010) ou, ainda, a presenca de proteinas LEA que auxiliam na preservagdo da
orientacdo das estruturas, mantendo a membrana celular integra (Barbedo e Bilia, 1998; Black
e Pritchard, 2002; Berjak, 2006). Leprince et al. (2008) afirmam que a dessecagdo ¢
considerada necessaria para completar o ciclo de vida das sementes ortodoxas, que sao
aquelas capazes de sobreviver a secagens severas e serem armazenadas por longos periodos
sem perder a viabilidade. Os autores ainda afirmam que a capacidade germinativa e a

tolerancia a dessecacdo nem sempre sao adquiridas juntamente, em muitos casos a resposta
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germinativa se desenvolve primeiro, j4 em outros casos ¢ concomitante. Mas ndo deixam
claro quais sdo os padrdes, pois ha varios fatores que interagem com a capacidade germinativa
e também, com a tolerancia a dessecacdo, dentre eles ¢ possivel citar os danos causados
durante a embebicdo, que pode nos dar falsos resultados de tolerancia a dessecacdo. Também
¢ possivel citar o colapso e desorganizagdo nas membranas celulares nas secagens severas,
onde os danos sdo permanentes e levam a morte das sementes.

Existe um conjunto de mecanismos de protecdo/processos para que as sementes
possam ser secas sem que ocorra danos. As sementes capazes de tolerar a dessecagdo podem
apresentar caracteristicas fisicas, que sdo reducdo vacuolar (como observado no capitulo 1
dessa tese), reserva insoluvel, citoesqueleto e conformacdo do DNA. Também foi citado a
diferenciagdo intracelular, desligamento metabdlico, sistema anti-oxidante eficiente, presenga
de moléculas protetoras, como por exemplo sacarose, moléculas anfipaticas e LEAs
(Embriongénese tardia abundante), que sdo altamente hidrofilicas devido a alta concentragao
de aminodcidos principalmente na elevada propor¢do de glicinas, sendo muito estaveis e de
dificil degenera¢do que promovem também mecanismos de reparo durante a reidratagdo.
Portanto quanto maior a capacidade de tolerar a dessecacdo mais prote¢do ¢ necessaria
(Berjak e Pammenter, 2000; Coll et al, 2003). No caso de E. speciosa, por ser uma semente
tolerante a dessecacdo, uma quantidade maior desses mecanismos/processos sao necessarios
na semente madura. J4 na semente imatura, esses mecanismos/processos ainda estdo se
desenvolvendo, e cada uma das coletas analisadas apresentou um momento durante a
maturagdo para tolerar a dessecacao.

Neste estudo foi comprovado que as sementes de E. speciosa foram capazes de
adquirir DIA, desde que tenham a programagdo genética para tal, independente do processo
de maturagdo, desde que apresente um desenvolvimento minimo. Portanto ¢ sugerido que nao
adianta secar as sementes imaturas que ndo apresentam os compostos necessarios na testa das

semente para uma transformacdo quimica que promovem a agua. Também ¢ sugerido que a
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capacidade de tolerar a dessecacdo ocorra independentemente a da capacidade de instalar
DIA.

Barbedo et al. (2013) citam a dorméncia como um fator que amplia a longevidade da
semente, como também foi observado por Brancalion et al. (2010) em sementes de E.
speciosa sem escarificagdo que passaram pelo processo de envelhecimento acelerado e nao
apresentaram sinais de deterioracdo. Barbedo et al. (2013) ainda mostram que hd um
gradiente de desenvolvimento minimo para que as sementes de diferentes espécies se tornem
tolerantes a dessecacdo, o que também foi observado nesse estudo com sementes de E.
speciosa, mas em coletas com diferentes capacidade de sobreviver a secagem.

Andlises anatomicas: as sementes de E. speciosa ndo apresentaram alteragdes
anatOmicas estruturais na testa em analises de microscopia de luz durante a secagem dos
estadios imaturos, uma vez que as mesmas estruturas presentes nas sementes maduras
estavam presentes nas sementes imaturas. Foi observado a cuticula, células em paligadas,
linha licida, células em ampulheta, e parénquima (figuras 3 e 4). As diferencas observadas,
sdo descritas através da medi¢do da altura das camadas presentes na testa.

A medicdo realizada na altura das células em palicadas (figura 5a, b), no geral nao
apresentaram resultados significativos relacionados com a secagem. Foram observadas
algumas diferengas significativas nos estddios E4 de ambas as coletas, mas por estarem
aleatérios ndo estdo relacionadas com a secagem, e sim com o diferencas de tamanho
apresentadas pelas sementes. A espessura da linha licida e da cuticula (figura Sc, d) também
ndo apresentaram diferencas significativas nas medidas que fossem relacionadas com a
secagem. O tamanho das células em ampulheta (figura Se, f) do estddio 4 da coleta de 2013
foi o Unico que apresentou resultados relacionados com a secagem, mas no geral isso nao
ocorreu, portanto ndo ¢ possivel afirmar que ha diferencas relacionadas a secagem. Entdo, ¢
possivel supor que a partir do momento em que esses tecidos estdo formados, a secagem, seja

natural ou ndo, nao afeta sua estrutura.
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O tnico tecido presente na testa das sementes que apresentou diferencas nos estudos
minuciosos de medigdo correlacionadas com a secagem foi o parénquima. E possivel observar
que os estadios 3 e 4 na coleta de 2013 apresentaram reducdo na altura, condizendo com a
reducdo no teor de dgua presente na semente. J4 o estddio 5 de ambas as coletas, o
parénquima ndo apresentou reducao na altura, possivelmente porque a agua retirada durante a

secagem estivesse presente nos cotilédones.
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Figura 3 — Anatomia da testa de Erythrina speciosa em sementes imaturas intactas e
submetida a secagem forgada do lote de 2013. (a, b, c, d, e) Estadio 3. (f, g, h, i) Estadio 4. (j,
k, 1, m) Estadio 5. (a, f, j) Sementes sem secagem. (b, g, k) Secagem 1. (c, h, 1) Secagem 2. (d,
i, m) Secagem 3. (e) Secagem 4. CP — Células em palicadas; CA — Células em ampulheta; Pa —
Parénquima; PaC — Parénquima condensado; — - Cuticula. * - Linha lacida. Escala 100 um.

Segundo Moise et al. (2005), o parénquima ¢ um tecido que nos estadios iniciais da

maturacdo apresentam grande numero de organelas e, portanto, ¢ metabolicamente ativo,

produzindo nutrientes destinados ao desenvolvimento do embrido. Nessa fase também possui
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grandes espagos intercelulares que sdo preenchidos com uma solugdo aquosa com a fung¢do de
difundir nutrientes a serem armazenados nos cotilédones. Nos estadios finais da maturagao,
esse tecido perde agua, se degenera, se tornando uma outra fonte de nutrientes para o embrido,

por isso tem aparéncia de tecido condensado.
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Figura 4. Anatomia da testa de Erythrina speciosa e sementes imaturas intactas e
submetida a secagem forgada do lote de 2014. (a, b, ¢, d) Estadio 4. (f, g, h) Estadio 5. (a,
e) Sementes sem secagem. (b, f) Secagem 1. (c, g) Secagem 2. (d, h) Secagem 3. CP —
Células em palicadas; CA — Células em ampulheta; Pa — Parénquima; PaC — Parénquima
condensado; — - Cuticula. * - Linha lucida. Escala 100 pm

Medidas semelhantes para as células em palicadas foram encontradas para sementes
de varias espécies de Mucuna. Somente em Mucuna atropurpurea € que as células em
palicadas foram maiores que de E. speciosa. Ja as células em ampulheta, as medidas
observadas foram diferentes, em E. speciosa a medida média observada em todos os
tratamentos de secagem foi de no méximo 35um, enquanto nas sementes de mucuna foi de
140pm. J& o parénquima apresentou medidas médias de 100pum, enquanto em mucuna variou

de 12 a 134um (Vijayambika et al., 2011). Esses resultados mostram que as camadas
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presentes na testa de ambas as espécies apresentam a mesma estrutura, embora cada uma tem

caracteristicas especificas.

200 b
150
=) 100
50
0
Macroesclereide ™ Parénquima Macroesclereide ™ Parénquima
5 5 -
c d
4 4 A

pm

¥ Cuticula H Cuticula

¥ Osteoesclereide ¥ Osteoesclereide

Figura 5. Medidas do comprimento das camadas de células da testa de Erythrina speciosa
em sementes imaturas intactas e submetida a secagem forgada nos lotes de 2013 e 2014. (a,
c, e) lote de 2013. (b, d, f) lote de 2014. (a, b) medidas das células em palicadas e
parénquima; (c, d) Cuticula e linha lucida; (e, f) células em ampulheta.

Corroborando com os resultados obtidos no segundo capitulo dessa tese, ndo foram
observadas diferengas anatomicas capazes de identificar alteracdes durante a secagem que
comprovassem a relacdo da dorméncia com as células em palicadas e a cuticula, como foi
observado em sementes de Glycine max e Vicia sativa (Harris, 1987; Chai et al., 2016).
Portanto para E. speciosa, a DIA pode estar relacionada com diferengas bioquimicas presentes
na testa das sementes influenciadas pelas condi¢des ambientais, que neste estudo ndo foi

possivel ser determinada, pois pode ser uma combinagdo de fatores.
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4 Conclusoes
* A secagem em sementes imaturas pode induzir a instalacdo da dorméncia desde que
haja uma pré-disposicdo genética e também desenvolvimento minimo e sdo

influenciadas pelas condi¢des climaticas em que a planta-mae estd submetida.
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Consideracoes Finais

Nos seis anos em que foi estudado a maturacdo, pudemos observar que as
classificagdes em seis estadios foram eficientes pois apresentaram pequenas diferencas quanto
a valores de massa seca e teor de 4gua. Mas em relacdo resposta germinativa e tempo médio
de germinagdo, foi possivel observar que que as condicdes em que a planta-mae estd
submetida podem promover alteragdes no vigor.

As diferencas observadas nas respostas fisiologicas em relagdo a dorméncia
apresentadas pelo estudo com os 6 anos de maturacdo nao foram observadas anatomicamente,
apesar das sementes apresentarem a mesma base genética. Este fato mostra que as células tem
uma programacgao genética para desenvolver determinadas camadas com formatos e fungdes
especificas. Uma vez ndo encontradas diferencas anatdmicas, podemos supor que da mesma
forma que as sementes de coletas diferentes, de plantas diferentes, de inflorescéncia diferentes
e at¢ mesmo dentro do mesmo fruto apresentam graus de dorméncia por impermeabilidade
agua (DIA) diferentes, a deposi¢do de compostos ndo sdo exatamente iguais em toda a testa
da semente. Com isso ¢ possivel que ocorram areas de maior impermeabilidade e areas de
menor impermeabilidade.

Os resultados do capitulo 2 demonstram que as sementes que apresentam um grau
DIA mais elevado podem ter mais areas com deposicao de compostos que durante a secagem
vao se tornar hidrofébicos, enquanto as sementes com um grau menor de DIA podem ter areas
menores desses compostos. Esse gradiente de DIA apresentado pelas sementes de E. speciosa
neste estudo sdo influenciados pelas condi¢des climaticas em que a planta-made esta
submetida. E diferente de algumas espécies ja estudadas, como por exemplo, Digitaria
milanjiana (Rendle) Stapf, que a deficiéncia hidrica tornou as sementes mais dormentes
(Hacker, 1984), e também diferente de Geranium carolinianum, que apresentou como gatilho

o teor de 4agua apos a secagem, as sementes de E. speciosa ndo apresentaram um gatilho
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especifico para a alteracdo no grau da DIA, uma vez que as condigdes climaticas foram
diversas e ndo apresentaram uma correlacao significativa com a dorméncia.

Neste estudo, além de ndo poder determinar o gatilho para a instalagdo da DIA,
também ndo pudemos observar diferengas anatomicas entre as sementes dormentes e nao
dormentes. Véarios autores, na literatura, citam a altura das células em palicadas e ainda a
espessura da cuticula como fatores para a DIA, o que ndo foi observado em sementes E.
speciosa.

Entdo, podemos levantar a hipotese de que sdo necessarios uma sequéncia de eventos
para que a DIA se instale, como por exemplo, maior deposi¢do de compostos especificos em
grandes areas nas células em palicadas e cuticula, através de condigdes climaticas adequadas
para translocagdo desses compostos, tempo de permanéncia da semente ligada a planta-mae e
ainda a secagem. As sementes que permanecem mais tempo ligadas a planta-mae podem
receber mais fotossintetizados e isso pode aumentar a deposicdo de compostos tanto nos
cotilédones, como na testa, fazendo que que haja aumento na matéria seca da semente e
reducdo no teor de agua.

A secagem natural que ocorre no final do processo de maturacdo nas sementes
ortodoxas, sempre foi indicado como a sinalizagdo necessaria para a instalacdo da dorméncia.
Neste estudo foi possivel observar que a instalacdo da dorméncia estd ligada a secagem, mas
desde que haja uma programacdo genética, e condi¢des minimas de desenvolvimento para
isso. Foi demonstrado que as sementes que ndo atingiram o desenvolvimento minimo ao
passar pela secagem entraram em processo de deterioragdo. J& as sementes imaturas, que
atingiram um desenvolvimento minimo, adquiriam dorméncia ap6s passarem pela secagem ex
situ. Essa diferenga na resposta fisica e fisiologica também estd intimamente ligada as
condi¢des ambientais em que a planta-mae estd submetida.

De um modo geral, as sementes que sdo capazes de tolerar a dessecacdo podem ter

maior deposicdo de substincias protetoras contra danos, impedindo assim a morte das
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sementes, tanto no momento de secagem como no momento em que ocorre a embebi¢do
dando inicio ao processo de germinagdo. Da mesma forma ocorre na DIA, como dito
anteriormente, mas ndo necessariamente esses dois fatores estdo dependentes. Sementes
imaturas do estadio 2 da coleta de 2013 (dados ndo publicados), foram capazes de adquirir
DIA, mas apo6s a escarificacdo mecanica as sementes morreram, sugerindo a incapacidade de
tolerar a dessecagao.

A classificacdo sugerida por E. H. Roberts quanto a tolerancia a desseca¢do pode nio
ser aplicada a todas as espécies. Segundo Berjak & Pammenter (2000), classificar as sementes
conforme o seu comportamento ¢ um erro, pois estudos mostram que o mais provavel ¢ que
ocorra um degrade continuo desde as espécies mais sensiveis a dessecagdo até as mais
tolerantes. Um novo olhar sobre essa classificagdo descrito por Barbedo et al. (2013) indica
que sementes ortodoxas e recalcitrantes realmente ndo existem. E sim, as sementes sdo
dispersas em diferentes pontos durante a maturagdo, € que possuem um gradiente de
desenvolvimento minimo para que as sementes de diferentes espécies se tornem tolerantes a
dessecacao.

As sementes ditas recalcitrantes sdo na verdade sementes imaturas, mas que ja
possuem capacidade germinativa. E as sementes ortodoxas sdo sementes que conseguiram
avancar no processo de maturagdo, adquirir tolerancia a dessecacdo e sdo capazes de passar
pela secagem sem que ocorra danos.

Ainda segundo Barbedo et al. (2013), a DIA ¢ um fator que amplia a longevidade da
semente, uma vez que ha uma barreira contra as alteracdes de umidade do ambiente, que
podem promover aumento do metabolismo e consequentemente deteriorar o lote. Neste
estudo foi comprovado que as sementes de E. speciosa foram capazes de adquirir DIA, desde
que apresentem uma pré-disposicdo genética, independente do processo de maturagdo, mas

que dependente de um desenvolvimento minimo. Portanto ¢ sugerido que ndo adianta secar as
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sementes imaturas que nao apresentam os compostos necessarios na testa das sementes, para
uma transformag¢do quimica em compostos hidrofobicos, pois a DIA ndo podera ser instalada.

Portanto podemos concluir que a secagem em sementes imaturas pode induzir a
instalagdo da DIA, desde que haja uma pré-disposi¢cao genética, desenvolvimento minimo e

condi¢des ambientais favoraveis.
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