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1. Resumo

MOLIZANE, D. M.. ESTABELECIMENTO E SUPERACAO DE DORMENCIA EM
SEMENTES DE Erythrina speciosa ANDREWS. 2012. 77P. DISSERTACAO
(MESTRADO) - INSTITUTO DE BIOCIENCIAS, UNESP - UNIVERSIDADE
ESTADUAL PAULISTA, BOTUCATU.

RESUMO - Durante o processo de maturacdo, algumas espécies desenvolvem tegumento
impermedvel a dgua, fato muito comum na familia das leguminosas. Essa impermeabilidade
caracteriza um tipo de dorméncia dentre os menos compreendidos da biologia das sementes.
O tegumento impermedvel a dgua e gases € o principal modulador na interagdo entre os
tecidos internos da semente e o meio e € classificado como dorméncia exdgena-fisica. As
sementes com esse tipo de entrave ndo iniciam o processo de germinacdo sem algum tipo de
facilitador para a entrada de dgua, que neste estudo foi realizado com 4cido sulftrico. Pouco
se sabe a respeito dos efeitos deletérios da acdo desse dcido no tegumento da semente.
Erythrina speciosa é uma espécie comum da mata Atlantica cujas sementes apresentam
tegumento impermedvel a absor¢cdo de &4gua. Neste trabalho, foram coletados frutos e
sementes de seis estddios de maturacdo, em dois anos consecutivos, e analisados quanto ao
estabelecimento e superacdo da dorméncia, pela imersdo das sementes em &cido sulfirico
concentrado por até 60 minutos, avaliando-se as sementes fisica, fisioldgica e
anatomicamente. Sementes dos diferentes estidios de maturacdo apresentaram progressiva
reducdo do teor de dgua e aumento da massa seca, seguindo os padrdes das sementes
ortodoxas. O aumento observado no tempo médio de germinacdo demonstrou que a
dorméncia se instala lentamente. Diferencas anatomicas mais evidentes foram observadas
entre os estddios 2 e 3, os quais correspondem a fase em que o crescimento da semente cessa €
ha deposicdo de liginina para a formacao das paredes secunddrias. Diferencas também foram
observadas nos estddios finais de maturacdo, quando ha diminuicdo expressiva do teor de
dgua, para os quais verificou-se aumento dos espacgos intercelulares. A impermeabilidade do
tegumento a dgua se instalou no ultimo estddio de maturagdo, com enrijecimento da camada
de macroesclereides. Em todos os estadios de maturacdo foi possivel observar a linha ldcida,
abaixo da cuticula e entre as duas camadas palicas do hilo. Sementes colhidas em anos
diferentes apresentaram comportamento distinto quanto a sensibilidade aos processos de

superagdo da dorméncia, demonstrando a influéncia do meio durante a formacdo das
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sementes. Diferencas observadas na cuticula e na lente das sementes, entre os dois anos,

podem estar relacionadas a sensibilidade aos tratamentos de superacdo da dorméncia.

Palavras-chave: Erythrina speciosa, dorméncia fisica, dcido sulftirico, tegumento, hilo, lente,

maturagao.
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2. Abstract

MOLIZANE, D. M.. ESTABLISHMENT AND OVERCOMING SEED DORMANCY IN
Erythrina speciosa ANDREWS. 2012. 77P. DISSERTATION (MASTER) - INSTITUTE
OF BIOSCIENCES, UNESP - UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA,
BOTUCATU.

ABSTRACT - During the maturation process, some species develop coat impermeability to
water, it ‘s very common in the legume family. This impermeability features a type of
dormancy among the least understood of the biology of seed. The coats are impermeable to
water and gases is the main modulating the interaction between the internal tissues of the seed
and the environment and is classified as a dormancy-physical. The seed with this obstacle
does not start the germination process without some kind of facilitator for water uptake, which
in this study was performed with sulfuric acid. Little is known about the deleterious effects of
the action of this acid in the seed coat. Erythrina speciosa is a common species of the atlantic
forest whose seed coats are impermeable to water absorption. In this paper, fruits and seeds
were collected from six different maturation stages in two consecutive years and analyzed to
establish and break dormancy, seeds by soaking in concentrated sulfuric acid for 60 minutes
while the seeds physical, physiological and anatomically. Seeds of different maturation stages
showed progressive reduction of water content and dry mass increase, following the standards
of orthodox seeds. The increase in mean germination time showed that the numbness settles
slowly. More obvious anatomical differences were observed between stages 2 and 3, which
correspond to the phase where growth ceases and no seed deposition liginina to the formation
of secondary walls. Differences were also observed in the later stages of ripening, when there
is a significant decrease of water content for which there was an increase in intercellular
spaces. The seed coat impermeability to water settled at the final stage of maturation with
stiffening layer macrosclereids. In all stages of maturation was possible to observe the lucid
line, below the cuticle and between the two layers palicas hilum. Seeds harvested in different
years showed different performance in terms of sensitivity to break dormancy processes,
demonstrating the influence of environment during seed formation. Differences observed in
the cuticle and the lens seeds, between the two years, may be related to sensitivity to
treatments to overcome dormancy.

Palavras-chave: Erythrina speciosa, physical dormancy, sulphuric acid, dormancy, seed coat,

hilum, lens, maturation.



12

3. Intoducao

As sementes sdo o inicio da préxima gera¢do e ocupam uma critica posi¢cao na histéria
de vida das plantas (BLACK et al., 1999). Por isso, a conservacao de sementes garante a
sobrevivéncia de vérias espécies. Essa conservacdo pode ser realizada de duas maneiras: in
situ, que € a manutencao das espécies no seu habitat natural, parques e reservas e ex sifu, que
trata da conservacdo das espécies fora de seu ambiente natural, por meio de cole¢des de
plantas, plantulas in vitro e banco de sementes (SANTOS, 2000). Para uma conservagdo
eficiente, muitos estudos sdo necessarios, dentre os quais pode-se destacar os de maturagdo,
que irdo auxiliar na determinacdo do ponto correto para coleta a fim de obter sementes de
elevada qualidade.

A maturacdo é um processo constituido por uma série de alteracdes morfoldgicas,
fisicas, fisiologicas e bioquimicas (MARCOS FILHO, 2005) que ocorrem durante o periodo
de formacdo das sementes. Nesse processo, a dgua assume papel crucial, auxiliando na
expansdo e divisdo celular e sendo um veiculo para produtos da fotossintese a serem
direcionados para tecidos de reserva nas sementes em formagdo, os quais serdo utilizados
durante as fases iniciais da germinacao (BARBEDO et al., 1997).

Ao final da maturacdo, sementes de diversas espécies podem desenvolver mecanismos
que impedem a germina¢do mesmo sob condicdes favordveis, caracterizando diferentes tipos
de dorméncia. Observa-se que a dorméncia € transmitida geneticamente, mas pode ser
induzida nas sementes durante o processo de secagem, ao final da maturacdo, necessitando de
condi¢cOes especificas para superar esse entrave e permitir a germinacdo (CASTRO, 2004).
Dentre os vérios tipos de dorméncia em sementes, a impermeabilidade do tegumento a
entrada de dgua é muito comum na familia Fabaceae (PEREZ, 2004). Anatomicamente, as
sementes com impermeabilidade do tegumento apresentam camada palicddica simples ou
dupla de macroesclereides e uma linha licida, formada através justaposicao da suberina ou
cutina com a celulose (PAMMEL, 1899; ROLSTON, 1978; SOUZA; MARCOS FILHO,
2001). Além dessas caracteristicas, pode haver deposicdo de lignina na parede celular,
auxiliando assim na presenca de impermeabilidade do tegumento a dgua (KELLY et al.,
1992). De certa forma, a impermeabilidade do tegumento em sementes também promove
maior longevidade, pois os processos metabdlicos como como respiragdo e deterioracao nao
se iniciam, ou sdo bastante reduzidos, quando o teor de 4gua permanece baixo e constante

(BRANCALION et al., 2010).
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Erythrina speciosa Andrews é uma espécie caracteristica da Mata Atlantica, presente
nas regides Sul e Sudeste brasileiras. E popularmente conhecida como eritrina-candelabro,
macaranduba, mulungu, saranduba ou suind. Suas flores vermelhas ou alaranjadas possuem
néctar abundante e sdo adaptadas para a polinizacdo por pdssaros nectarivoros (VITALI-
VEIGA; MACHADO, 2000). E uma espécie arborea caducifélia, com 3-5 metros de altura,
que apresenta espinhos ao longo do tronco e ramos, possui folhas trifoliadas com excec¢do dos
eofilos que sdo simples; sua floragdo ocorre nos meses mais frios do ano (KOSZO et al.,
2007). Suas sementes apresentam impermeabilidade do tegumento a dgua (MELLO et al.,
2010).

Neste estudo, analisaram-se as alteracOes fisicas, fisiolégicas, histolégicas e
ultraestruturais durante a maturacdo de sementes de Erythrina speciosa, bem como durante o
processo de deterioracdo do tegumento quando submetido a escarificacio dcida, objetivando-
se identificar as estruturas responsdveis pelo estabelecimento e superagdo da dorméncia

nessas sementes.
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4. Revisao bibliografica

A partir do momento em que nossos ancestrais aprenderam a utilizar as sementes para
produzir seu alimento, iniciava-se a agricultura e com ela a histdéria de muitas civilizagdes. O
aumento na disponibilidade de alimento propiciou o aumento populacional e
consequentemente a expansio das dreas urbanas e agricolas, que acabaram por invadir os
ecossistemas no entorno das cidades. Essa devastacdo provocou a diminuicdo do nimero de
espécies nativas e comprometeu a estabilidade desses ecossistemas. A preservacdo do
ambiente e a restauracdo da mata nativa protegem tanto espécies que correm risco de extin¢ao
como as que possuem estreita base genética. Nesses casos as sementes sdo consideradas o
inicio da préxima geragdo e, por isso, assumem importincia fundamental (BLACK; et al.,
1999; CARVALHO; NAKAGAWA, 2012).

A conservacgdo s6 € bem sucedida com o conhecimento sobre a fisiologia da semente
como, por exemplo, com estudos de maturacdo e dorméncia. O ponto mdximo da qualidade
das sementes ocorre na maturidade fisiol6gica. Sementes imaturas apresentam um rapido
aumento na deterioragdo por ndo estarem completamente formadas e sementes dispersas, que
J4 passaram pelo ponto de maturidade, apresentam queda progressiva na qualidade em func¢do
do processo de respiragdo, aumentando assim também a deterioracio (CARVALHO;

NAKAGAWA, 2012).

4.1 Maturacado

Um dos primeiros pesquisadores a estudar o processo de maturacao de sementes foi C.
J. Willard num estudo realizado com soja. Avancgos significativos para o entendimento desse
processo ocorreram entre 1960 e 1970 nos laboratérios do Dr. Jame C. Delouche, na
Universidade Estadual do Mississipi, onde trabalhos foram realizados com diversas espécies,
identificando os estddios durante a maturacdo a partir do momento em que o Ovulo é

fecundado (MARCOS FILHO, 2005).

Nao h4, ainda, consenso entre os autores quanto a definicdo e distingdo entre
desenvolvimento e maturagdo, conforme descrito na Figura 1 e apresentado a seguir:

. Desenvolvimento e maturagdo sdo sindnimos, possuem trés fases distintas que
vao desde o momento que o 6vulo é fecundado até o desligamento da semente com a planta
mie (PINA-RODRIGUES; AGUIAR, 1993; TAIZ; ZEIGER, 2006) E em outros casos esse
periodo € chamado somente de maturagdo (CARVALHO; NAKAGAWA, 2012).
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. Desenvolvimento vai desde a fecundagao até o término de ganho de massa seca
e maturagdo inicia quando a semente adquire peso constante até o fim do periodo de
dessecacdo (LABOURIAU, 1983).

o Maturagdo vai desde o 6vulo fertilizado até atingir o maximo de matéria seca
(POPIGINIS, 1985).

. Desenvolvimento é desde o momento que o 6vulo € fecundado até a dispersao
(HAY; SMITH, 2002; RAVEN et al., 2008) e a maturacdo € parte deste desenvolvimento
compreendendo o momento em que o embrido passa a acumular matéria seca até o momento
da dispersao das sementes (HAY; SMITH, 2002).

. Desenvolvimento ou maturagdo € desde o évulo até 0 momento em que ocorre
a dessecacgdo das sementes (MARCOS FILHO, 2005).

. Desenvolvimento ocorre desde a embriogénese até a aquisicdo da tolerancia a
dessecacdo (BEWLEY; BLACK, 1994; OHTO et al., 2002).

. Desenvolvimento ocorre desde a histodiferenciacdo até a semente quiescente e

maturacdo € parte desse processo sendo somente durante a expansdo celular e acimulo de

reservas (CASTRO et al., 2004).

Fase | Fase 2 Fase 3 Fase 4
Ovulo Fecundagdo Histodiferenc. Acumulo de Dessecagdo Desligamento Dispersdo
reserva da planta-mae

Desenvolvimento = Maturag¢do |
(PINA-RODRIGUES & AGUIAR, 1993; TAIZ & ZEIGER, 1998)

Maturagao (CARVALHO & NAKAGAWA, 1983)

e
< >e——>]
<
€

Desenvolvimento Maturagdo
(LABOURIAU, 1983) >|

Maturagdo (PoPIGINIS, 1977)

DesenvoIFimento (HAY & SMITH, 2002; RAVEN et al., 2008)

Maturagao (HAY & SMITH, 2002)

I< Desenvolvimento = Maturagdo (MARCOS FILHO, 2005). #

I< Desenvolvimento = Maturagdo >I
(BEWLEY & BLACK, 1994; OHTO et al., 2002)

) ve—

aturagao
(Castro et al., 2004)
Figura 1 — Quadro comparativo sobre a visdo de cada autor sobre desenvolvimento e maturacio, e 0s
nomes que cada fase recebe durante a formagdo da semente.

Desenvolvimento
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Neste trabalho, serdo adotadas as definicdes apresentadas por CARVALHO e
NAKAGAWA (2012), por acompanhar desde a fecundacdo e fase de divisdo celular até o
momento de desligamento da semente em relacao a planta mae. Assim, € possivel observar as
alteracdes no teor de dgua, no conteido de massa seca, na capacidade germinativa e de
desenvolvimento de plantulas normais, no vigor e na instalacio da dorméncia de forma
completa, permitindo fécil identificagdo do ponto de maturidade fisioldégica.

A maturacdo é um processo constituido por uma série de alteracdes morfoldgicas,
fisicas, fisiolégicas e bioquimicas (MARCOS FILHO, 2005). Essas alteracdes ocorrem
durante o periodo de formacao das sementes e, portanto, a 4gua assume papel crucial, atuando
na expansao e divisdo celular e também como veiculo para produtos da fotossintese que fardo
parte dos tecidos da semente ou serdo armazenados para uma futura utilizacdo nas fases
iniciais da germinacdo (BARBEDO et al., 1997). Durante o processo de maturacdo, a semente
passa por quatro fases. A primeira vai desde a fecundagdo e expansdo celular do zigoto até a
semente atingir seu tamanho méaximo. Nessa fase inicial, o teor de dgua € elevado e ha pouco
ganho de massa seca. Na segunda fase, a semente passa a receber mais nutrientes da planta
mae, acumulando massa seca, que serd o material de reserva utilizado durante a germinacao
até a planta se tornar autotréfica. Durante essa fase, o teor de d4gua diminui gradativamente
conforme o ganho de massa seca aumenta (CARVALHO; NAKAGAWA, 2012; MARCOS
FILHO, 2005; POPIGINIS, 1985). E durante essa fase que sementes de algumas espécies
adquirem a capacidade de germinar, mesmo sem estar totalmente formada, como € o caso do
pau-brasil (Caesalpinia echinata Lam.), demonstrado por BORGES et al. (2005). Na terceira
fase, a transferéncia de nutrientes entre a planta mae e a semente em formagao intensifica-se e
o teor de dgua decresce rapidamente e, entdo, a semente tem seu desenvolvimento completo.
A quarta fase é caracterizada pelo desligamento da semente em relacdo a planta mae. Nas
sementes ortodoxas o teor de dgua € reduzido, chegando em torno de 10%, e passa a oscilar
conforme a variacdo da umidade do ambiente. A taxa de germinagdo, a capacidade de
produzir plantula normal e o vigor estdo no ponto maximo de resposta (CARVALHO;
NAKAGAWA, 2012; MARCOS FILHO, 2005; POPIGINIS, 1985).

O processo de maturagcdo € medido em dias apds antese (DAA), pois cada espécie tem
uma duracdo diferente para esse periodo. Em leguminosas, por exemplo, verificou-se que nas
sementes de Caesalpinia echinata Lam. o ponto de maturidade ocorreu entre 60-65 DAA
(BORGES et al., 2005), ja para Mimosa caesalpiniifolia Benth ocorreu préximo aos 189
DAA (ALVES et al., 2005) e, para Anadenanthera macrocarpa (Benth) Brenan, préximo aos
220 DAA (SOUZA; LIMA, 1985).
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Além disso, para a mesma espécie as variacOes ambientais podem influenciar o
periodo de maturacdo, o conteido de matéria seca e o teor de dgua presente nas sementes no
momento da dispersdo. Durante os estudos com sementes Caesalpinia echinata Lam.
oriundas de um mesmo local, em dois anos consecutivos, observou-se que a maior quantidade
de chuva promoveu diferenca no tamanho das sementes e na quantidade de dias para a
maturacdo (BORGES et al., 2005). Dentre as caracteristicas utilizadas para a identificacdo do
ponto de maturidade fisioldgica, a aquisicdo de dorméncia figura entre as verificadas para
sementes de espécies nativas e, também, de cultivares que apresentam essa caracteristica

(NAKAGAWA et al., 2005).

4.2 Dorméncia

O termo dorméncia refere-se a um estado de uma planta inteira ou 6rgao desta, que é
caracterizada por uma interrup¢do tempordria no crescimento e desenvolvimento. E uma
caracteristica que provavelmente foi adquirida durante a evolucdo pela sele¢do natural através
da capacidade de sobreviver em ambientes adversos, tais como calor, frio ou seca
(HILHORST, 2007).

A dorméncia € um dos fendmenos menos compreendidos da biologia das sementes
(HILHORST, 1995) e tem sido muito estudada por varios pesquisadores, mas ainda sem uma
definicdo conclusiva (BEWLEY; BLACK, 1994). Na tentativa de simplificar a definicdo,
alguns autores consideram como sendo uma falha, de uma semente intacta vidvel, em
completar a germinacdo em condic¢des favordveis (BEWLEY, 1997). Outros autores tentaram
esclarecer a dorméncia como um fendmeno no qual as sementes ndo germinam mesmo tendo
todas as condigdes ideais para isso (MARCOS FILHO, 2005). Existem, ainda, autores que
defendem que dorméncia estd ligada a auséncia de germinagdo; no entanto, a auséncia de
germinagdo pode ter outras causas, como semente invidvel, limitacdes do ambiente ou, ainda,

a espécie pode levar muitos dias para germinar, como € o caso do café (HILHORST, 2007).

As sementes cujo tegumento sdo impermedveis a dgua sdao consideradas por
BEWLEY (1997) como sementes ndo dormentes, pois o envoltério impede que a 4gua
abasteca 0 embrido para dar inicio a germinagdo. Outro exemplo de sementes que sdo
incluidas na classificag¢do atual de dorméncia elaborada por BASKIN e BASKIN (2004), sdo
as sementes das familias Orchidaceae e Orobanchaceae, que contém embrides

indiferenciados, geralmente constituidos apenas por poucas células, ndo possuindo reservas

nutritivas e, portanto, ndo sdo capazes de completar o desenvolvimento embriondrio € a
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germinacdo. Nesse caso, essas sementes necessitam de fontes exdgenas de alimentacao para o
crescimento do embrido, como na simbiose.

Uma classificacdo foi desenvolvida para facilitar o entendimento sobre dorméncia.
Essa classificacdo é baseada no momento da aquisicdo da dorméncia, sendo priméria e
secunddria. A primdria ocorre antes da dispersdo da semente como parte do programa
genético durante a maturagdo, como em sementes de Arabdopsis thaliana (L.) Heynh.; a
secundéria ocorre apds a dispersdo, influenciada por falta de condicdes adequadas para a
germinacdo (CARDOSO, 2004; HILHORST, 2007).

Dentro desses dois grandes grupos ainda podemos classificar a dorméncia como
exdogena e endogena (BASKIN, C.; BASKIN, J., 1998), apesar de outros autores
considerarem como dorméncia embriondria ou de cobertura (tegumentar) (BEWLEY;
BLACK, 1994). A dorméncia endégena estd relacionada a algum bloqueio que o embrido
apresenta e pode ser subdividida em fisioldgica, fisica, morfologica e morfofisiolégica. A
dorméncia exdgena nao atinge o embrido, mas sim as outras partes da semente e pode ser

subdividida em fisioldgica, fisica e mecanica (CARDOSO, 2004; HILHORST, 2007).

4.3 Impermeabilidade do tegumento em relacio a dgua

O tegumento impermedvel a dgua € conhecido como dorméncia exdgena-fisica
(HILHORST, 2007) e é muito comum em espécies da familia Fabaceae (PEREZ, 2004). E um
fator controlado geneticamente por poucos genes, que sao muito influenciados pelas variagdes
do ambiente (RAMSAY, 1997). Estd presente em 17 familias de angiospermas (BASKIN et
al., 2000).

Basicamente, o tegumento é formado por quatro camadas. A mais externa € a cuticula
cerosa, formada por uma camada de cera que tem espessura variada e € a primeira barreira
para que ocorra a embebicdo. A segunda € a epiderme, formada por apenas uma camada de
células palicadas e alongadas perpendicularmente a superficie externa da semente, chamada
de macroesclereides. Os macroesclereides tem, frequentemente, um limen estreito, membrana
lateral irregular e espessa na parte superior da célula, pois é refor¢cada por bandas de celulose.
Em alguns casos a lamela média € lignificada e, em outros, a espessura da cuticula aumenta a
impermeabilidade do tegumento. Também ha casos em que algumas espécies tem diferencas
no nivel de lignificagdo da camada palicada, produzindo assim sementes permedveis € nao
permedveis a dgua. Nessa camada de células podemos observar, ainda, em algumas espécies,
a presenca da linha licida, que € uma regido mais densa que sé pode ser distinguida utilizando

microscopia de luz. A linha licida, em alguns casos, pode ser bem definida e, em outros, ndo
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ser visivel ou com refragcdo completamente ausente (CAVAZZA, 1950; CORNER, 1951;
KELLY et al., 1992; SOUZA; MARCOS FILHO, 2001) podendo ser unica, como em
sementes de Trifolium pratense L. (ALGAN; BUYUKKARTAL, 2000) e Acacia caven
(Molina) Molina (VENIER et al., 2012) ou dupla, como em Geranium carolinianum L.
(GAMA-ARACHCHIGE et al., 2011).

A hipoderme € formada por uma unica camada de células em formato de ampulheta,
chamadas de osteoesclereides, separados por amplos espacos intercelulares formando, assim,
a terceira camada. A quarta e ultima camada € formada por parénquima contando de seis a
oito camadas de paredes finas tangencialmente alongadas e distribuidas uniformemente. No
tegumento maduro, as células do parénquima muitas vezes sdo parcialmente ou
completamente condensadas (MILLER et al., 1999).

A espessura do tegumento, por si sO, ndo indica seu grau de impermeabilidade. O
mecanismo bioquimico no processo de endurecimento varia de acordo com a espécie e
genotipo. Algumas sementes tem a impermeabilidade relacionada com a cuticula cerosa, para
outras espécies estd relacionado com a presenca de altos niveis de célcio e fésforo. E possivel
citar, ainda, a presenca de quinonas na camada palicada ou na hipoderme. H4 sementes que
apresentam uma camada de fendis, falta de poros, presenca da linha ldicida, cutina na regido
do hilo, cera presente entre as células da camada palicada e, ainda, niveis elevados de lignina
na base da camada de macroesclereides e topo de osteoesclereides e a calose presente na linha
licida (PAMMEL, 1899; HARRIS, 1987, BEWLEY; BLACK, 1994; SOUZA; MARCOS
FILHO, 2001; SOUZA et al., 2012; VENIER et al., 2012), todos como potenciais causadores
de impermeabilidade a dgua.

O hilo é uma cicatriz formada quando o funiculo se desprende da semente e é uma
estrutura importante no controle da troca de dgua entre o embrido e a planta mde ou ambiente.
No momento em que a umidade € baixa o hilo se fecha para evitar a perda de dgua e no
momento em que ha dgua disponivel ele se abre. Durante o processo de reduciao no teor de
dgua, ao final da maturacdo, o hilo se fecha e uma camada de cera € depositada,
estabelecendo-se a impermeabilidade (HYDE, 1954; LUSH; EVANS, 1980; MA et al., 2004).

Pr6ximo ao hilo, no lado oposto a micrdpila, encontra-se a lente (lens, em ingl€s). Essa
estrutura apresenta um grau de sali€ncia, tamanho e células constituintes muito varidveis na
superficie da semente. A lente ndo faz parte do hilo, mas € comumente confundida com
estruturas que surgem a partir deste. Tem a funcao de regular a absor¢do de umidade do ar ou
cortar o fluxo de nutrientes para o embrido em seus estddios finais de desenvolvimento

(LERSTEN et al., 1992; HU et al., 2009). A lente é tida como uma estrutura que serve de
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ponto inicial para a entrada de dgua na semente, dando assim inicio a germinagdo. Somente
ap6s algum tipo de escarificacdo ou, ainda, apds flutuagcdes da temperatura ela se torna
permedvel com o rompimento da camada de macro esclereides, como pode ser observado
num estudo com sementes de Leucaena leucucephala Lam. (De wit) apds imersdo em agua a
98°C. E possivel que, além da lente e da micrépila, a entrada da dgua também ocorra de forma
geral ao longo do revestimento da semente (tegumento), pois a estrutura € a composicao
quimica da testa sdo diferentes em cada espécie (SERRATO-VALENTI et al, 1995;
MORRISON et al., 1998; BASKIN, 2003).

4.4 Escarificagdo acida

Para os casos de dorméncia exdgena-fisica hd duas formas para sua superagdo: a
escarificagcdo mecanica e a quimica. Na escarificacdo mecanica as sementes sdo submetidas a
atritos em superficie abrasiva. Este método foi eficiente para Bauhinia ungulata L. (ALVES et
al., 2000), Sterculia foetida L. (SANTOS et al., 2004), Bixa orellana L. (AMARAL et al.,
1995) e Adenanthera pavonina L. (RODRIGUES et al., 2009). A escarificacdo quimica é
realizada com a imersdo das sementes em acidos, como o sulfdrico. Esse tratamento foi
eficiente para a quebra de dorméncia em sementes de Zizyphus joazeiro Mart. (ALVES et al.,
2006), Ochroma lagopus Sw. (BARBOSA et al., 2004) e Strelitzia reginae Ait (BARBOSA
et al., 2005).

A celulose e a lignina estdo entre os principais componentes das paredes celulares
(BUCHANAN et al., 2000). A celulose é composta por longas cadeias que, quando expostas a
altas temperaturas com &cido sulfiirico, quebram em grupos mais curtos de moléculas,
liberando assim a glicose (OGEDA; PETRI, 2010). A lignina é um polimero aromético
formado por um sistema heterogéneo e ramificado sem nenhuma unidade repetidora definida,
presente em toda a planta, mas sua composicdo € diferente em cada local. O acido sulfurico
penetra na lignina promovendo a decomposicdo de monossacarideos em compostos como o
furfural, um produto de desidratacdo de pentoses e HMF-hidroximetilfurfural, um produto de
desidratacao de hexoses (KLOCK et al., 2005; LENIHAN et al., 2010). O 4cido sulfirico
também € empregado na conversdo da biomassa de natureza ligno-celuldsica em actcares,
aumentando a produgdo final de etanol (LODI, 2008).

Apesar da larga utilizacdo do 4cido sulfirico para quebra de dorméncia em sementes,
pouco se sabe a respeito dos efeitos deletérios da agdo desse dcido no tegumento da semente.
Duas hipoéteses foram levantadas por JORDAN et al. (1983), a primeira relacionada a digestao

discreta das camadas do tegumento e a segunda promovendo furos na parede do tegumento,
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permitindo a passagem de dgua ou de oxigénio. Sabe-se, contudo, que nem todas as sementes
da familia das leguminosas apresentarem a mesma resposta para os tratamentos de superacao

de dorméncia (HU et al., 2009).

4.5 Espécie

O género de Erytrhina apresentam flores com cores vermelhas ou laranjas e com
néctar abundante e adaptadas para a polinizagdo por passaros nectarivoros (VITALI-VEIGA;
MACHADO, 2000). Possui aproximadamente 100 espécies distribuidas de dreas tropicais e
subtropicais de todo o mundo (PARSONS; PALFRAMAN, 2010).

Figura 2. Esrythrina speciosa Andrews. (a) Sobrevivéncia em area alagada (b) sementes maduras ( ¢)
Inflorescéncia (d.) Local da coleta no Parque Catavento Cultural, na regido central da cidade de Sdo
Paulo
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Essas drvores sdo de importincia religiosa para algumas minorias étnicas, sendo
utilizadas como emblemas florais em muitos paises. E. crista-galli, por exemplo, € a flor
nacional de Argentina e Uruguai e E. caffra é a arvore oficial da cidade de Los Angeles,
Califérnia. Na Venezuela E. poeppigiana e E. variegata sao usadas como emblema floral em
Yonabaru, Okinawa (SZIRMALIL, 2011).

Em grego, epvOpdg (erythros) significa vermelho (SZIRMAI, 2011) e, em latim,
speciosa corresponde a vistosa, qualidades que evidenciam suas flores. Erythrina speciosa
(Figura 2) € uma espécie caracteristica e bastante comum da Mata Atlantica, popularmente
conhecida como eritrina-candelabro, macaranduba, mulungu, saranduba ou suina. Pertence a
familia Fabaceae (JOLY, 1970) e sdo facilmente encontrada nas regides Sul e Sudeste
brasileiras, preferencialmente em solos tmidos e 4reas ensolaradas. E espécie arbérea
caducifélia, com 3-5 metros de altura, que apresenta espinhos ao longo do tronco e ramos,
possui folhas trifoliadas com exce¢do dos eodfilos que sdo simples; sua floracdo ocorre nos
meses mais frios do ano (KOSZO et al., 2007), por isso é muito utilizada como planta
ornamental.

Testes realizados com folhas de E. speciosa evidenciam efeitos contra formas
epimastigotas, como o Trypanosoma cruzi (FARIA et al., 2007) e a acdo antibacteriana em
menores concentragdes (PESSINI ez al., 2003). Na regido sul do Brasil, a medicina popular
utiliza as folhas dessa espécia como ansiolitico (LOLLATO et al., 2010).

As flores tem tamanho mediano, sdo hermafroditas com 5 pétalas de tamanhos
diferentes, sendo que a pétala maior recobre toda a flor e internamente estdo presentas as
demais. O calice apresenta muitos pelos com néctar e a antese ocorre entre o dia, € 0s
visitantes mais presentes sdo os insetos, como Apis mellifera Linnaeus, com 45% da
frequéncia e Trigona spinipes (Fabricius) com 28,6% (VITALI-VEIGA; MACHADO, 2000).

Nos estddios iniciais da formacdo dos frutos de E. speciosa, foram observadas
formigas (Camponotus sp., Cephalotes sp. e Pseudomyrmex sp.) em busca de néctar sobre a
supercifice dos frutos em desenvolvimento, os quais possuem tricomas secretores. Essa
patrulha e alimentacdo protegem a planta contra herbivoria. Nao foram realizados estudos
para avaliacdo se ha alteracdo na produgdo, morfologia, anatomia ou fisiologia dessas
sementes (PAIVA, 2009). O fruto de E. speciosa é oblongo-eliptico, deiscente, com 8-9
sementes (GROTH et al., 2003). A semente € alongada-subquadrangular, com &pice e base
aredondado-truncado; é possivel observar o 16bulo radicular mais ou menos protuberante
lateralmente, com o hilo oblongo (Figura 4C), levemente afundado, obscurecida por uma

camada de tecido cortical esbranquicado, sulco hilar que circunda o hilo; restos do funiculo
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esbranquicado, em maior ou menor tamanho também podem ser observados; o tegumento €
castanho-avermelhado quando a semente estd madura (GROTH et al., 2003), com manchas
negras (BRUNEAU, 1996) e com impermeabilidade a absor¢do de dgua. As sementes dessa
espécie também sdo muito tolerantes a dessecacdo e podem ser armazenadas por varios anos e
em diversas condicdes ambientais diferentes no estado seco (MELLO et al., 2010).
Apresentam 45% de rafinose, 40% de sacarose, 12% de estaquiose e pequenas quantidades
dos agucares redutores livres, glucose e frutose, na sua composicao (MELLO et al., 2007).

A morfologia inicial da plantula é epigeo-carnosa. A germinagdo tem inicio com a
protrusdo da raiz primdria no segundo dia e, no quinto dia, observam-se vérias raizes laterais e
o hipocétilo em crescimento. A plantula normal é observada com sistema radicular axial com
vdrias raizes secunddrias e tercidrias. Os cotilédones continuam presentes e com coloracio
verde. O primeiro par de eofilos € unifoliado. A folha é peciolada com espinhos em toda sua

extensdo (OLIVEIRA, 2001).
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5. Capitulo 1

ALTERACOES FiSICAS, FISIOLOGICAS E ANATOMICAS DE SEMENTES DE
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RESUMO - A maturagdo é um processo constituido por uma série de alteracdes
morfoldgicas, fisicas, fisiologicas e bioquimicas que ocorrem durante o periodo de formacao
das sementes. Nesse processo, € frequente a busca pelo ponto de maturidade fisioldgica,
entendido como o momento de maximo acimulo de matéria seca e baixo teor de dgua das
sementes, com elevada porcentagem de germinagdo e alto vigor. Durante esse processo, 0
tegumento de sementes de algumas espécies, especialmente nas da familia das leguminosas,
tornam-se impermedveis a dgua, como em Erythrina speciosa. No presente trabalho,
analisaram-se sementes desta espécie em seis estddios de maturacio visando a caracterizar o
momento no qual a impermeabilidade do tegumento se estabelece. Anélises fisicas (teor de
agua e conteudo de massa seca), fisiologicas (germinagdo e vigor) e anatdomicas (material
fixado em FAA70, com cortes a mao livre, corados com safrabau) de sementes nos diferentes
estddios de maturacdo demonstraram que essas sementes seguiram o padrdo de formacao de
sementes ortodoxas, mas o aumento no tempo médio de germina¢do indicou que a dorméncia
se instala progressivamente desde os primeiros estddios da maturacdo. Diferencas anatomicas
foram identificadas entre os estddios 2 e 3, quando a fase de crescimento cessa e hd deposicao
de liginina para formacdo das paredes secunddrias. Nos estddios finais de maturacdo, quando
ha grande reducdo no teor de &4gua das sementes, verificou-se aumento dos espacos
intercelulares. A dorméncia se instalou definitivamente no ultimo estaddio, com enrijecimento
da camada de macroesclereides. Em todos os estddios de maturacdo foi possivel observar a

linha ldcida abaixo da cuticula e, também, entre as duas camadas palicas do hilo.

Palavras-chave: Erythrina speciosa, maturagao, semente, dorméncia fisica.
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ABSTRACT - Maturation is a process consisting of a series of morphological, physical,
physiological and biochemical changes which occur during the seed formation. In this
process, it is often the search for physiological maturity, understood as the moment of
maximum dry matter accumulation and low water content of seeds with high germination and
high vigor. During this process, the seed coat seeds of some species, especially in the family
of legumes become impermeable to water, as in Erythrina speciosa. In this study, we
analyzed the seeds of this species in six stages of maturation in order to characterize the
moment in which the impermeability of the integument is established. Physical analysis
(water content and dry matter content), physiological (germination and vigor) and anatomical
(fixed material FAA70 with cuts free hand, stained with safrabau) seeds at different stages of
maturation showed that these seeds followed formation pattern orthodox seeds, but the
increase in mean germination time indicated that the numbness sets in gradually from the
early stages of maturation. Anatomical differences were identified between stages 2 and 3,
when the growth phase ceases and no deposition liginina for forming the secondary walls. In
the final stages of maturation, when there is a great reduction in the water content of the
seeds, it was found enlargement of intercellular spaces. The dormancy finally settled at the
final stage, with stiffening layer macrosclereids. In all stages of maturation was possible to

observe the light line below the cuticle, and also between the two layers palissade hilum.

Palavras-chave: Erythrina speciosa,maturation, seed, physical
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1. Introducao

A maturagdo € um processo constituido por uma série de alteracdes morfoldgicas,
fisicas, fisioldgicas e bioquimicas que ocorrem durante o periodo de formagao das sementes,
dentre as quais estdo aquisicdo da capacidade germinativa e da tolerancia a dessecagdo e a
instalacdo da dorméncia (SAMARAH et al., 2004). Nesse processo, € frequente a busca pelo
ponto de maturidade fisioldgica, entendido como 0 momento de mdximo actimulo de matéria
seca e baixo teor de 4gua das sementes, com elevada porcentagem de germinacdo e alto vigor.
Esse ponto pode, muitas vezes, ser identificado por alteracdes visuais no aspecto de frutos e
sementes (POPIGINIS, 1985; MARCOS FILHO, 2005; CARVALHO; NAKAGAWA, 2012).

Durante a maturacdo das sementes de diversas espécies verificam-se transformacdes
do tegumento que o tornam impermedvel a dgua, frequentemente na fase de perda de 4dgua
quando a semente ainda estd ligada a planta-mae. Dentre essas transformacdes, a formacao de
compostos de coloragdo escura, resultante da oxidacdo de substancias fendlicas, pode
contribuir para a formacdo dessa barreira impermeavel (NAKAGAWA et al., 2007).

Na familia das leguminosas é comum as sementes apresentarem a impermeabilidade
do tegumento a 4gua, conferida por uma camada de células epidérmicas, palicddicas ou
macroesclereides, uma subcamada epidérmica de células em ampulheta, ou osteosclereides e
algumas camadas de parénquima (MILLER er al, 1999; PEREZ, 2004). Na tribo
Papilionoideae uma caracteristica marcante € a barra de traqueides, presente na regido
subhilar, com uma ou mais camadas de grandes células lignificadas (LERSTEN, 1982) com
parede celular espessa, cuja funcdo € a de desidratar a semente nos estddios finais de
maturacdo (HYDE, 1954).

Erythrina speciosa Andrews é uma espécie caracteristica e bastante comum da Mata
Atlantica, popularmente conhecida como eritrina-candelabro, magaranduba, mulungu,
saranduba ou suind. E uma espécie arborea caducifélia, com 3-5 metros de altura muito
caracteristica da Mata Atlantica, em solos imidos e dreas ensolaradas. Sua flora¢do ocorre nos
meses mais frios do ano. Suas sementes podem apresentar, quando maduras, tegumento
impermedvel a absor¢do de dgua (JOLY, 1970; KOSZO et al., 2007), mas ainda ndo foram
identificados o momento no qual essa impermeabilidade se instala e as estruturas ou os
compostos responsaveis por essa impermeabilidade, dificultando o desenvolvimento de
tecnologia que permita maximizar a utilizagao dessas sementes em programas de produgao de
mudas. Neste trabalho, estudaram-se as alteracOes fisicas, fisioldgicas e anatOmicas em
sementes de E. speciosa, procurando-se identificar o momento no qual a impermeabilidade do

tegumento se instala no hilo e no tegumento.
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2. Material e métodos

Obtengdo do material vegetal

Os frutos de Erythrina speciosa Andrews foram coletados de 30 matrizes do Parque
Cultural Catavento, em drea urbana do municipio de Sao Paulo, SP (23°32'44"S e
46°37'40"0), de agosto a outubro de 2011. A extracdo das sementes foi realizada por meio de
quebra dos frutos e retirada manual das sementes. As sementes foram separadas visualmente
em funcio da pigmentacdo do tegumento, variando gradualmente do verde claro ao castanho
escuro, baseando-se em experimentos anteriores (KRETZSCHMAR et al. 2012).

As sementes do estddio 1 (Figura 3a) apresentavam-se de coloracdo verde-clara, sem

Figura 3. Aspectos visuais e na cor no tegumento nos estddios de maturacdo de Erytrhina speciosa
Andrews. (a) estadio 1 (imaturo). (b) estadio 2. (c) estadio 3. (d) estadio 4. (e) estadio 5. (f) estadio 6
(maduro).

manchas no tegumento, com comprimento préximo a 1,3 cm; as do estddio 2 (Figura 3b)
também eram de coloragdo verde-claro, mas maiores em comprimento (cerca de 1,6 cm); as
do estadio 3 (Figura 3c), também verde-claras, ja possuiam manchas castanho-claras por toda
a superficie do tegumento e tinham comprimento préximo a 1,6 cm; nas sementes do estadio
4 (Figura 3d), o tegumento, ainda verde, era completamente coberto por manchas castanhas e
tinham comprimento préximo a 1,88 cm; no estddio 5 (Figura 3e) a coloracdo das sementes
era castanha, com algumas pequenas manchas de cor verde e tinham comprimento proximo a
1,52 cm; finalmente, as sementes do estddio 6 (Figura 3f) eram de cor castanha e tinham

comprimento préximo a 1,27 cm.
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Avaliagaoes fisicas e fisiologicas

O teor de 4gua e o contetido de massa seca foram avaliados pelo método gravimétrico,
em estufa a 103 °C por 17 horas (ISTA, 1985), sendo os resultados apresentados,
respectivamente, em porcentagem (base imida) e em mg/semente (BRASIL, 2009).

Testes de germinacdo foram instalados em rolos de papel, previamente umedecidos e
sem excesso visivel de dgua (BRASIL, 2009), acondicionados em sala de germinagdo
regulada para 25°C com umidade relativa de 70%. As avaliacdes de germinacdo foram
realizadas a cada 2 dias durante 30 dias, sendo registradas as sementes que emitiram raiz
primdria (para o cdlculo da porcentagem de germina¢do) e as que apresentarem capacidade de
producdo de plantulas normais (para o calculo da porcentagem de sementes com capacidade
de produzir plantulas normais, doravante denominada porcentagem de desenvolvimento). Foi
calculado, também, o tempo médio de germinacdo e o indice de velocidade de germinagdo

(IVG), utilizando-se formula empregada por Maguire (1962).

Andlises histologicas

As sementes dos estidios de maturacdo descritos acima foram analisadas
anatomicamente, fixando-se o material em formaldeido, alcool etilico a 70% e acido acético
(FAA70) (JOHANSEN, 1940) e armazenados em etanol 70%. Os cortes anatdmicos dos
estddios 1maturos foram feitos a mao com auxilio de lamina; para os cortes das sementes
maduras utilizou-se micrétomo de deslize marca Reichert. O material ja cortado de cada
amostra foi hidratado, passado por dlcool 60, 30 e 10% e, entdo, foi lavado em 4gua destilada
por trés vezes. Apds a descoloracdo, realizada com hipoclorito a 20% por 20 minutos, as
amostras foram lavadas em 4gua destilada, neutralizadas em dgua acética 1% por 3 minutos e
lavadas em 4gua destilada novamente. As amostras foram coloridas com corante safrablau por
3 minutos e lavadas em 4gua destilada até a retirada do excesso do corante. Laminas foram
montadas em gelatina glicerinada e lutadas com esmalte incolor.

O material foi analisado em microscopio Zeiss Axioskop e fotografados com camera

Canon A480.

Delineamento experimental e andlises estatisticas

O delineamento experimental para todos os experimentos foi inteiramente casualizado,
com 4 repeti¢des. Os dados foram submetidos a andlise de variancia (teste F), ao nivel de 5%
de probabilidade e as médias foram comparadas entre si pelo teste de Tukey, também ao nivel

de 5% (GOMES, 1982).
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3. Resultados e discussao

A separacdo das sementes de E. speciosa nos seis estddios descritos mostrou-se eficiente
em termos de maturacio, conforme observado nos resultados fisicos e fisioldgicos. Os valores
de teor de dgua (Figura 4a), por exemplo, passaram de aproximadamente 80%, no estadio 1,
para 9%, no estadio 6, seguindo o comportamento cldssico de sementes ortodoxas, para as
quais a perda de 4gua € continua e mais acentuada ao final da maturagdio (CARVALHO;
NAKAGAWA, 2012). Além disso, nas sementes de E. speciosa do presente trabalho, a
classica secagem da maturacdo, preconizada para sementes ortodoxas (CARVALHO;
NAKAGAWA, 2012) ocorreu entre os estddios 4 e 6. O comportamento cldssico da
maturagdo de sementes ortodoxas pode ser observado, também, pelos valores de acimulo de
massa seca (Figura 4b), com mdximo sendo atingido no estddio 6. O maximo actimulo de
massa seca durante a maturacdo de sementes € considerado, por muitos autores, como o ponto
de maturidade fisiolégica (BORGES er al., 2005; MARCOS FILHO, 2005; MARTINS;
SILVA, 1997), conforme observado em sementes de Tabebuia impetiginosa (Mart.) Standl.
(GEMAQUE et al., 2002).

A capacidade germinativa se desenvolveu ao longo da maturagdo, iniciando-se no
estddio 2 e atingindo maximos valores no estadio 5 (Figura 4a). Deste ultimo para o estddio 6
verifica-se a instalacdo da impermeabilidade do tegumento a dgua pois, sem processos
artificiais de quebra de dorméncia, a germinacdo foi quase nula. Tal fato foi confirmado pela
escarificacdo mecanica destas sementes que, entdo, apresentaram 100% de germinagdo.
Comportamento semelhante foi observado em estudos realizados com sementes de Bixa
orellana L. (AMARAL et al., 2000). Nestas, a capacidade germinativa ocorreu a partir do
estddio denominado pelos autores como 3, alcancando taxas médximas no estidio 5 e com
redugdes na porcentagem de germinacao deste estddio até o 7, ou seja, proximo ao periodo de
dispersdo natural das sementes. Para estas sementes também foi verificada impermeabilidade
do tegumento a dgua.

A porcentagem de desenvolvimento surgiu apenas no estadio 5 (Figura 4b), coincidindo
com os maximos valores de germinacdo (Figura 4a). Tal fato demonstra que, embora a
capacidade germinativa seja atingida, para algumas sementes, nos primeiros estidios de
maturagdo, estas ainda ndo completaram a maturacao e nao contribuirdo para a propagacio da
espécie. Tal fato foi observado para outras espécies, como por exemplo, em sementes de
cedro (Cedrela fissilis Vell.) (CORVELLO et al., 1999). O tempo médio de germinagdo
(Figura 4c), por sua vez, aumentou com o decorrer da maturacdo da semente, atingindo o

ponto méximo no estddio 5, comportamento que nao é observado em (Tibouchina granulosa
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Figura 4. Alteracdes fisioldgicas nos estddios de maturac@o de Erytrhina speciosa Andrews., onde E significa estddio e
o ndmero ao seu lado corresponde ao estddio de maturagdo. (A) Valores de teor de dgua expresso em porcentagem
sobre base umida. (B) Massa seca expressa em mg/semente. (C) Germinacio expresso em porcentagem. (D) Produgao
de plantulas normais com valores expresso em porcentagem. (E) Tempo médio de germinagdo. (F) Indice de
velocidade de germinacdo (IVG). As letras em cada grafico mostram diferengas significativa entre os tratamentos.

Cogn.), para a qual o tempo médio de germinagdo diminuiu (LOPES et al., 2005), mesmo

com a instalacdo da dorméncia ao final do processo de maturagdo. Sementes de Peltophorum



32

dubium (Sprengel.) Taubert ainda apresentam oscilacdo no tempo médio de germinacdo
durante os estddios de maturacdo para sementes sem tratamento (AQUINO et al., 2006). Esse
aumento no tempo médio de germinacdo pode demostrar que o processo de dorméncia se
instala lentamente durante a maturacdo da semente, como também pode ser observado no
numero médio de sementes germinadas por estadio (Figura 5). Observa-se que no estadio 1 e
6 (Figura 5 a, f ) ndo ha germinagdo. No estddio 1 as sementes estdo imaturas € ainda ndo
desenvolveram a capacidade germinativa e no estddio 6 as sementes ja tem a dorméncia
instalada. Rolston (1978) indica a deposi¢do de lignina, cutina, suberina ou compostos
fendlicos nas paredes celulares dos macroesclereides, tornando assim essas células
impermedveis a dgua.

Virios autores consideram a combinagdo de alguns fatores para identificar o ponto
maturidade fisioldgica, como o maximo de acimulo de massa seca, redu¢do no teor de dgua
(ocorrido no estddio 6), maxima porcentagem de germinacdo (MARCOS FILHO, 2005;
CARVALHO; NAKAGAWA, 2012). Nos casos em que a dorméncia se instala ao final da
maturagdo, por uma programacio genética da espécie hd uma dificuldade em identificar o
momento no qual ocorrem as taxas maximas de germinacdio (NAKAGAWA et al., 2005),
dificultando assim em determinar o ponto de maturidade fisiologica. Dificuldades como essa
foram encontradas em estudos com sementes de Peltophorum dubium (Spreng.) Taubert
(Canafistula) (NAKAGAWA et al., 2010) e Tibouchina granulosa Cogn. (Quaresmeira)
(LOPES et al., 2005).

As sementes de E. speciosa apresentam a descri¢cdo cldssica de quatro camadas (Figura
6) compostas por cuticula cerosa, epiderme (macroesclereides), formada por apenas uma
camada de células palicadas e alongadas perpendicularmente a superficie com a presenca da
linha ldcida. A hipoderme é formada por uma tnica camada de células em formato de
ampulheta chamadas de osteoesclereides separados por amplos espagos intercelulares, € uma
camada de células do parénquima muitas vezes sdo parcialmente ou completamente
condensados (CAVAZZA, 1950; CORNER, 1951; KELLY et al., 1992; MILLER et al.,
1999; SOUZA; MARCOS FILHO, 2001).

As alteracdes fisicas e fisioldgicas descritas foram acompanhadas de andlises da
anatomia do tegumento e hilo. Nota-se que ocorreram alteragdes na composicdo quimica
desses tecidos, sendo observada através do corante safrablau, que reage com a celulose
corando de azul e com a lignina corando de rosa (BUKATSCH, 1972), utilizados nessas
andlises. Nos dois primeiros estadios de maturacdo € possivel observar as camadas de células

da epiderme (macroesclereides) e hipoderme (osteoesclereides), tanto no tegumento (Figura
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Figura 5. Distribui¢do temporal de frequéncia média da germinacdo dos estddios de maturacdo de sementes de
Erythrina speciosa. Estadio 1 (A), estadio 2 (B) estiddio 3 (C) estddio 4 (D) estddio 5 (E) e estddio 6 (F) Nota-se eu
no estddio 1 e 6 ndo ha germinag@o. No estddio 1 é devido a imaturidade e no estddio 2 € pela instalacdo da

dorméncia.

7a, b) como no hilo (Figura 7g, h) sem a presenca de lignina, salvo pela barra de traqueides.

Como demonstrado anteriormente (Figura 3), no estddio 1 as sementes sd0 menores que no

estadio 2, mostrando que as divisdes celulares ainda estdo ocorrendo, o teor de dgua é elevado
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e o contetido de matéria seca é menor. Nas andlises anatdmicas podemos corroborar essa
informacdo, pois as células apresentam apenas parede primdria, compostas por celulose
(BUCHANAN et al., 2000) e, portanto, coradas apenas de azul. Resultado semelhante foi
encontrado sem sementes de Ipomoea lacunosa L., ao final do processo de maturacdo as
células do macroesclereide tem seu lumem reduzido até a morte dessas células

(JAYASURIYA et al., 2007)

Funiculo

i Contrapaligada
o — Linha Licida

Macroesclereides

Paréngqumma

Barra de traqueides

Cuticula
Linha Licida
Macroesclereides

Osteoesclereides
Parénquima

Paréngquima
ALl

Figura 6. Visdao do corte transversal da semente de Erythrina speciosa e em detalhe as camadas que
formam o tegumento e hilo.

Nos estadios 3, 4 e 5 do tegumento (Figura 7c, d, e) e hilo (Figura 7i, j, k) é possivel
observar o inicio da deposi¢do de lignina nas paredes celulares. Essa deposi¢do estd ligada
com a formacgao da parede secunddria, que s6 se inicia com o término da formagdo da parede
primdria, contribuindo, assim, para o aumento de matéria seca (BUCHANAN et al., 2000).

As células nesses estddios reduzem de tamanho e os espacos intercelulares entre os
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Figura 7. Alteracdes anatdomicas nos estddios de maturacdo de Erytrhina speciosa Andrews em cortes
transversais. Tegumento: (a) estddio 1, (b) estddio 2, (c) estddio 3, (d) estddio 4, (e) estddio 5 e (f)
estddio 6. Regido hilar (g) estddio 1, (h) estddio 2, (i) estddio 3, (j) estddio 4, (k) estddio 5 e (1) estddio
6. (ar = arilo, fn = funiculo, ms = macroesclereide, os = osteoesclereide, pq = parénquima, tb = barra de
traqueides, — = cuticula, » = linha ldcida e * = espaco intercelular).

osteosesclereides se tornam visiveis, seguindo a mesma propor¢cdo dos valores apresentados

em relacdo ao teor de dgua. No estddio 6 os espacos intercelulares na regido dos
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osteoesclereides e do parénquima ficam ainda mais evidentes, evidenciando assim com a
reducdo drastica nos valores de teor de dgua apresentado nos estudos fisiologicos fato que
também pode ser observado sem sementes de Ipomoea lacunosa L. JAYASURIYA et al.,
2007).

A presenca da linha licida € discreta, ocorre logo abaixo da cuticula, (PAMMEL, 1899)
e pode ser observada em todos os estddios de maturacdo (Figura 7), seja no tegumento ou no
hilo. A mesma posicdo da linha ldcida é encontrada em sementes da variedade dormente
“Hard-Seeded” de Glycine max ( L.) Merr (HARRIS, 1987). As observagdes em relacdao ao
aumento no tempo médio de germinacdo ao longo da maturacdo e reducdo no IVG
corroboram o fato de que os tecidos das sementes ja estavam em preparagdo para 0 momento
de aquisi¢do de dorméncia, ocorrido no dltimo estidio.

A barra de traqueides é composta por células semelhantes aos traqueides, com paredes
lignificadas e quase sempre orientadas perpendicularmente ao eixo maior do hilo (LERSTEN,
1982), sendo diferenciada e rodeada por parénquima frouxo com células de composi¢ao
fendlicas na regido subhilar (OLIVEIRA; PAIVA, 2005). E considerada uma bomba
higroscopica abaixo da epiderme impermedvel da testa (HYDE, 1954), sendo responsdvel
pela desidratacao rapida da semente, conforme mostrado na Figura 5.

Diferente do descrito em vérios estudos, a dorméncia em sementes de E. speciosa
instala-se lenta e progressivamente. Anatomicamente € possivel observar que a divisdo celular
cessou no estddio 3 de maturagdo, pois a parede secunddria comecou a ser formada; nos
estadios 4 e 5, a 4gua, abundante nos primeiros estadios, deu lugar a matéria seca. Do estadio
5 ao 6 ocorreu rdpida secagem, tornando a camada de céulas de macroesclereides enrijecida e
a linha ldcida, que aos poucos se torna impermedvel, dificulta cada vez mais a entrada de
dgua, até o momento da aquisicio da dorméncia, sendo necessdrio entdo a utilizacdo de
métodos para sua superacdo. Comportamento como esse foi encontrado em sementes de
Ipomea lacunosa, durante o processo de maturacdo as sementes tornam-se cada vez mais
dormentes (JAYASURIYA et al., 2007).

Esse entrave na germinagdo das sementes de E. speciosa permite que as sementes sejam
armazenadas por longos periodos em geladeira ou até mesmo em temperatura ambiente
(MELLO et al., 2010). A regido do hilo, responsavel por receber dgua e matéria organica
provenientes da planta-mae e distribuir para toda a semente, nos estadios finais de maturagao
também se torna impermeavel, contando com uma dupla camada de macroesclereides. Nessa

mesma regido, sementes de E. specisa também apresentam a barra de traqueides que trabalha
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como uma bomba na retirada de dgua da semente. Durante esses estudos a lente ndo foi

observada.

4. Conclusoes

¢ A impermeabilidade do tegumento a d4gua, em sementes de E. speciosa, se instala lenta
e progressivamente ao longo da maturagao;

® no estadio de pré-dispersdo, essas sementes apresentam completa impermeabilidade a
agua, com enrijecimento da camada de macroesclereides;

e essa impermeabilidade aparentemente estd relacionada com a presenca da linha licida

abaixo da cuticula e entre as duas camadas de células palicadas presentes no hilo.
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RESUMO - A dorméncia é um dos fendmenos menos compreendidos da biologia das
sementes. O tegumento impermeavel a dgua e a gases € o principal modulador na interagdo
entre os tecidos internos da semente € o meio ambiente e € classificado como dorméncia
exogena-fisica. As sementes com esse tipo de entrave ndo iniciam o processo de germinacdo
sem algum tipo de facilitador para a entrada de dgua. Nesta pesquisa, sementes de Erythrina
speciosa Andrews, coletadas em dois anos consecutivos, foram analisadas fisica, fisioldgica,
anatdmica e ultraestruturalmente apds imersdo em 4cido sulftirico concentrado por periodos
que variaram de 30 segundos a 60 minutos. Os resultados demonstraram comportamentos
diferentes entre os lotes dos dois anos de coleta. No lote de 2010, valores proximos a 100%
foram obtidos apds 15 minutos de imersdo das sementes, enquanto que no de 2011 foram
necessarios 40 minutos. Diferencas também foram verificaddas nessa sensibilidade ao 4cido
entre sementes dentro do mesmo lote. As andlises ultraestruturais e anatdmicas permitiram
identificar diferencas na cuticula entre sementes dos dois anos de coleta. A lente também
apresentou altecOes ap0ds escarificac@o entre os dois lotes, contribuindo para as diferencas na
impermeabilidade do tegumento nos dois anos de coleta. Concluiu-se que ha diferentes graus
de dorméncia nas sementes provenientes do mesmo local, mas em anos diferentes e até

mesmo dentro do mesmo lote.

Palavras-chave: Erythrina speciosa, dorméncia fisica, dcido sulftrico, tegumento, hilo, lente.
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ABSTRACT - The numbness is one of the least understood phenomenon of biology seeds.
The coats are impermeable to water and gases is the main modulating the interaction between
the internal tissues of the seed and the environment and is classified as a dormancy-physical.
Seeds with this type of obstacle not start the germination process without some kind of
facilitator for the water inlet. In this study, seeds of Erythrina speciosa Andrews, collected in
two consecutive years were analyzed physical, physiological, anatomical and ultrastructure
after immersion in concentrated sulfuric acid for periods ranging from 30 seconds to 60
minutes. The results showed different behavior between batches of both years. In batch of
2010, values close to 100% were obtained after 15 minutes of immersion of seeds, while in
2011 took 40 minutes. Differences were also sensitive to acid verificaddas that between seeds
within the same batch. And ultrastructural analyzes have identified anatomical differences in
the cuticle between the two years of seed collection. The lens also showed altecdes after
scarification between the two lots, contributing to the differences in the impermeability of the
integument in both years. It is concluded that different degrees of dormancy in seeds from the

same location but in different years and even within the same batch.

Palavras-chave: Erythrina speciosa, sulphuric acid, dormancy, phusical dormancy seed coat,

hilum, lens.
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1. Introducao

A dorméncia é um dos fendmenos menos compreendidos da biologia das sementes. O
tegumento impermedvel a dgua e gases € o principal modulador na interacdo entre os tecidos
internos da semente e o meio ambiente e é classificado como dorméncia exdgena-fisica
(HILHORST, 2007), sendo muito comum em espécies da familia Fabaceae (PEREZ, 2004).
Duas caracteristicas marcantes na identificacdo nesse caso de dorméncia sdo a camada
palicada simples ou dupla de macroesclereides e a linha licida (PAMMEL, 1899; ROLSTON,
1978).

As sementes com esse tipo de entrave ndo iniciam o processo de germinacdo sem
algum tipo de facilitador para a entrada de dgua, entdo nesse caso utiliza-se duas formas para
superacao da dorméncia, a escarificagdo mecanica, com o atrito das sementes em superficie
abrasiva e a escarificacdo quimica, geralmente com utilizacdo de 4cido sulfirico (CARDOSO,
2004).

Virios fatores ambientais podem influenciar o grau de dorméncia, os mais estudados
sdo a duracdo do dia, temperatura, pluviosidade e qualidade da luz (FIGUEROA et al., 2010).
Observou-se que sementes que ndo sofreram deficiéncia hidrica tendem a serem menos
dormentes do que as sementes que ndo passaram por essa deficiéncia (CARDOSO, 2004;
HILHORST, 2007). Esta relacao entre o clima e a dorméncia tem sido relatada em uma vasta
gama de espécies ortodoxas (DAWS et al., 2004).

Pouco se sabe a respeito dos efeitos deletérios da acdo desse 4cido no tegumento da
semente, mas duas hipéteses foram levantadas por JORDAN et al., (1983), a primeira estd
relacionada a digestdo discreta das camadas do tegumento, e a segunda promovendo furos na
parede do tegumento, permitindo a passagem de 4gua ou de oxigénio.

Erythrina speciosa Andrews € uma espécie caracteristica e bastante comum da Mata
Atlantica, popularmente conhecida como eritrina-candelabro, magaranduba, mulungu,
saranduba ou suind. Pertence a familia Fabaceae tribo Papilionidae. E uma espécie arbérea
caducifdlia, com 3-5 metros de altura muito caracteristica da Mata Atlantica, em solos umidos
e dreas ensolaradas. Sua floragdo ocorre nos meses mais frios do ano. Suas sementes
apresentam tegumento impermedvel a absor¢do de dgua (JOLY, 1970; KOSZO et al., 2007).

O objetivo deste estudo € verificar o processo de deterioracdo do tegumento
impermedvel a 4gua em sementes de E. speciosa submetidas a escarificacdo dcida analisadas

através de avaliagOes fisicas, fisioldgicas, histoldgicas e ultraestruturais.
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2. Material e métodos
Obtengdo do material vegetal
Os frutos maduros de Erythrina speciosa Andrews foram coletados de 30 matrizes do
Parque Cultural Catavento, em drea urbana do municipio de Sdo Paulo, SP (23°32'44"S e
46°37'40"0), de agosto a outubro de 2011. A extracdo das sementes foi realizada por meio de
quebra dos frutos e retirada manual das sementes. Apds o beneficiamento as sementes foram
acondicionadas em sacos de papel, em temperatura ambiente (20£2°C), até a instalagdo dos

experimentos.

Estudos fisicos e fisiologicos para quebra de dorméncia

O teor de 4gua e o conteido de massa seca foram avaliados pelo método gravimétrico,
em estufa a 103 °C por 17 horas (ISTA, 1985), sendo os resultados apresentados,
respectivamente, em porcentagem (base umida) e em mg/semente (BRASIL, 2009).

Os testes para superagdo da dorméncia foram realizados com imersdo das sementes em
acido sulftirico concentrado por 30 segundos, 1, 3, 5, 10, 15, 40 e 60 minutos. Os testes
contam ainda com a testemunha que ndo recebeu nenhum tratamento e a escarificacio
mecanica em lixa para madeira nimero 60 para verificar a viabilidade do lote.

Testes de germinacdo foram instalados em rolos de papel, previamente umedecidos e
sem excesso visivel de dgua (BRASIL, 2009), acondicionados em sala de germinacao
regulada para 25°C com umidade relativa de 70%. As avaliacdes de germinacdo foram
realizadas a cada 2 dias durante 30 dias, sendo registradas as sementes que emitiram raiz
primdria (para o cdlculo da porcentagem de germinacio) e as que apresentarem capacidade de
producdo de plantulas normais (para o calculo da porcentagem de sementes com capacidade
de produzir plantulas normais, doravante denominada porcentagem de desenvolvimento). Foi
calculado, também, o tempo médio de germinacdo e o indice de velocidade de germinagdo

(IVG), utilizando-se férmula empregada por Maguire (1962).

Andlises histologicas

Cada um dos tratamentos com 4cido sulfirico acima citado conta ainda com anélises
anatdmicas com a fixacdo do material formaldeido, dlcool etilico a 70% e acido acético
(FAA70) JOHANSEN, 1940) e armazenados em etanol 70%. Os cortes das sementes foram
realizados em micrétomo de deslize marca Reichert. O material ja cortado de cada amostra foi
hidratado, passando por dlcool 60, 30 e 10% e entdo foram lavados em 4dgua destilada por trés

vezes. ApOs a descoloracdo, realizada com hipoclorito 20% por 20 minutos, as amostras
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foram lavadas em dgua destilada, neutralizadas em agua acética 1% por 3 minutos e lavadas
em agua destilada novamente. As amostras foram coloridas com corante safrablau por 3
minutos e lavadas em 4gua destilada até a retirada do excesso do corante. Laminas foram
montadas em gelatina glicerinada lutadas com esmalte incolor.

O material foi analisados em microscopio Zeiss Axioskop e fotografados com camera

Canon A480.

Andlises ultraestruturais

Para o estudo da acdo do 4cido sulfirico no tegumento da semente, 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. Apds a metalizacdo, as amostras serdo levadas

para o microscopio eletronico de varredura SEM 515 da Philips para observacao.

Obtengdo da curva de hidratagdo das sementes

A curva de hidratagao foi realizada com 20 sementes em cada tratamento, e cada uma
€ uma repeticdo, Apds a escarificdo quimica de 15 e 40 minutos de imersdo em &cido
sulfdrico, as sementes foram colocadas para embeber a 25 °C, em folha dupla de papel
germitest previamente umedecido com dgua pura 2,5 vezes o peso do papel seco (BRASIL,
2009), juntamente com a testemunha que ndo recebeu nenhum tipo de escarificacdo. Cada
repeti¢cdo foi pesada nos seguintes periodos, 24, 48 e 72 horas. Para obter o teor de dgua
inicial, 4 repeticdes com 5 sementes cada foram avaliadas pelo método gravimétrico, em
estufa a 103 °C por 17 horas (ISTA, 1985), sendo os resultados apresentados em base imida

((BRASIL, 2009).

Delineamento experimental e andlises estatisticas

O delineamento experimental para todos os experimentos foi inteiramente casualizado,
com 4 repeticdes. Os valores foram submetidos a andlise de variancia (teste F), ao nivel de
5% de probabilidade. Para a obten¢do da curva de embebicdo das sementes, aos valores
obtidos procurou-se ajustar regressdes polinomiais até terceiro grau. Nos demais
experimentos, as médias foram comparadas entre si pelo teste de Tukey, também ao nivel de

5% (GOMES, 1982).
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3. Resultados e discussao

Nos dois anos estudados a antese de E. speciosa ocorreu de julho a agosto e a coleta
ocorreu em outubro, sem diferencas no periodo necessario para a maturagdo. Contudo,
diferencas nas porcentagens de germinacdo foram significativas para as sementes nao
escarificadas (Figura 8a). Assim, no ano de 2010, a testemunha germinou 40% e, em 2011,
apenas 5%. No tratamento com escarificagdo mecénica, os dois lotes apresentaram altas
porcentagens de germinagdo, em torno de 95% em 2010 e 100% em 2011, mostrando que as
sementes estavam vigorosas durante as andlises de germinacgdo. Portanto, as diferencas na
germinacdo da testemunha nos dois anos analisados estao relacionadas com a dorméncia.

O estudo da superacido da dorméncia nas sementes de E. speciosa (Figura 8a) mostrou
que a porcentagem de germinacdo aumentou de acordo com o aumento no periodo de imersao
das sementes em 4cido sulfirico (H,SO4). Nas sementes coletadas em 2010, valores préximos
a 100% foram obtidos no tratamento de imersdo por 15 minutos; ja em 2011, esse mesmo
valor foi obtido no tratamento de 40 minutos. Aumento semelhante na porcentagem de
germinagdo relacionada com maior periodo de imersao também foi observado em sementes de
Sesbania virgata (Cav.) Pers. (SILVA, et al., 2011).

Durante as avaliagdes das plantulas normais (Figura 8b) foi observado que alguns
individuos foram atacados por fungos, provocando o seu tombamento. Nos testes com
escarificacdo mecanica, a producdo de plantulas normais também foi afetada pelo
aparecimento desses fungos: em 2010 a produc¢do de plantulas normais foi de 7,5% e em 2011
foi de 73,3%. Isso mostra que o lote de 2010 foi mais sensivel a acdo do fungo, seja no
tratamento com dcido sulfirico ou na escarificacdo mecanica. Nos tratamento de 40 e 60
minutos de imersdo, as porcentagens de plantulas normais aumentaram, o que sugere que O
acido auxiliou no controle desse patdgeno.

Os valores de tempo médio de germinacdo (Figura 8c), também demonstraram os
comportamentos diferenciados entre as sementes dos dois anos de coleta. Nota-se que na
testemunha, no ano de 2010, o tempo médio para a protrusdo da raiz primaria foi maior do
quem em 2011. Mesmo com um grau de dorméncia menor, as sementes demoraram mais para
embeber e dar inicio a germinacdo.

Diferencas dentro do mesmo lote em relacao a dorméncia puderam ser observadas pela
curva de embebicdo (Figura 9). Em ambos os lotes as sementes sem tratamento nao
absorveram dgua durante as primeiras 72 horas em que foram realizados os testes (Figura 9 a,
b). As sementes do lote de 2010, no tratamento de imersdo em acido por 15 minutos (Figura

9b), apresentaram mais sementes que embeberam que o mesmo tratamento no lote de 2011
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Figura 8. Respostas fisiolgicas nos tratamentos de superagdo de dorméncia em sementes de
Erytrhina speciosa Andrews. As barras de cor cinza escuro referem-se ao lote de 2010 e as
barras de cor cinza claro ao lote de 2011. As médias de cada tratamento foram comparadas
entre si dentro de cada lote pelo teste de Tukey a 5%, onde letras diferentes tem diferenca
significativa. (A) Valores de porcentagem de germinacdo (B) Plantulas normais, (C) Tempo

médio de germinagdo.

(Figura 9e). No tratamento de 40 minutos (Figura 9c,

f) de imersdo observou-se

comportamento semelhante a absor¢do de dgua no lote de 2010, o que ndo ocorreu com o lote
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Figura 9. Ganho de peso em sementes de Erytrhina speciosa Andrews durante a embebicao nos dois anos
coletados. (A) Testemunha, (B) imersdo em dcido sulftrico concentrado por 15 minutos e (C) imersdo em
acido sulfirico concentrado por 40 minutos no lote de 2010. (D) Testemunha, (E) imersdo em acido sulftrico
concentrado por 15 minutos e (F) imersdo em 4cido sulfirico concentrado por 40 minutos no lote de 2011.
Cada linha indica uma semente.

de 2011, apesar de todas as sementes terem superado a dorméncia. Esses dados mostram
diferenca no grau de dorméncia dentro do mesmo lote, como jia observado em outros
trabalhos, e pode estar relacionado com a posicdo da semente no fruto, a posi¢do do fruto em
relacdo a planta-mae, entre outros fatores (NIMER et al, 1983; CARVALHO;
NAKAGAWA, 2012). Nota-se, contudo, que independentemente do tratamento, as sementes
que absorveram dgua entraram na fase II apds 48 horas do inicio do teste.

O teor de dgua nas sementes coletadas em 2010 foi de 11,8% e a massa seca foi de

0,27g/semente; ja em 2011, o teor de dgua foi de 9,0% e a massa seca foi de 0,33g/semente.
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Figura 10. Andlises ultraestruturais do tegumento de sementes de Erythrina speciosa Andrews
coletadas em 2010, em tratamentos de imersdo em 4cido sulfirico. Detalhe do tegumento: (a)
testemunha, (b) 30 segundos, (c) 1 minuto, (d) 3 minutos, (¢) 5 minutos, (f) 10 minutos, (g) 15
minutos, (h) 40 minutos, (i) 60 mimutos. Visao geral: (j) testemunha, (k) 40 minutos, (1) 60 minutos.

Diferencas em relagdo ao conteido de dgua e massa seca também puderam ser observadas em
Caesalpinia echinata Lam durante estudo de maturacdo realizado em dois anos consecutivos

(BORGES et al., 2005).
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Figura 11. Andlises ultraestruturais do tegumento de sementes de Erythrina speciosa Andrews coletadas
em 2011 em tratamentos de imersdo em 4cido sulftrico. Detalhe do tegumento: (a) testemunha, (b) 30
segundos, (c¢) 1 minuto, (d) 3 minutos, (e) 5 minutos, (f) 10 minutos, (g) 15 minutos, (h) 40 minutos, (i)
60 mimutos. Visdo geral: (j) testemunha, (k) 40 minutos, (1) 60 minutos.

O 4cido sulftirico pode danificar embrides em algumas sementes, penetrando através
de rachaduras no tegumento durante o tratamento (JORDAN et al., 1983). Porém em estudos

bioquimicos com E. speciosa demonstraram que ndo ha penetracdo do dcido em regides
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internas das sementes (KOSZO et al., 2007). Em estudos com sementes de Stylosanthes
seabrana B. L. Maass and Mannetje, que possuem impermeabilidade do tegumento a agua,
percebeu-se que a amostra sem nenhum tipo de tratamento apresenta rugosidades e bolhas.
Ap6s o tratamento com dcido sulfiirico concentrado por 5 minutos as rugosidades nao estao
presente a hd pouca percep¢do das bolhas, ndo apresentando nenhum tipo de rachadura ou
furos (ANAND et al., 2011). O mesmo aconteceu com Rhus glabra Ait., com a corrosiao de

braquiesclereides apds a imersao em 4cido sulfurico concentrado por 1 hora (LI ez al., 1999).

Figura 12. Andlises anatomicas do tegumento de sementes de Erythrina speciosa Andrews coletadas em
2010 em tratamentos de imersdo em 4cido sulfirico em cortes tranversais. Detalhe do tegumento: (a)
testemunha, (b) 30 segundos, (c) 1 minuto, (d) 3 minutos, (e) 5 minutos, (f) 10 minutos, (g) 15 minutos,
(h) 40 minutos. (1) 60 mimutos.
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Figura 13. Andlises anatomicas do tegumento de sementes de Erythrina speciosa Andrews coletadas em
2011 em tratamentos de imersdo em 4cido sulfirico em cortes tranversais. Detalhe do tegumento: (a)
testemunha, (b) 30 segundos, (c) 1 minuto, (d) 3 minutos, (e) 5 minutos, (f) 10 minutos, (g) 15 minutos,
(h) 40 minutos, (i) 60 mimutos. (ms = macroesclereide, os = osteoesclereide, pq = parénquima, — =
cuticula, » = digestdo pelo 4cido sulfurico).

Em estudos ultraestruturais (Figuras 10 e 11) e anatémicos (Figuras 12 e 13) nos
tratamentos da testemunha, nos dois lotes, pode se observar a cuticula facilmente, e no lote de
2011 esta fortemente aderida a camada de macroesclereides, o que nao foi observado no lote
de 2010. Essas alteracdes estdo evidentemente ligadas diferenca no grau de dorméncia citados
acima observados nos testes de germinagdo nos estudos de superacdo de dorméncia.

Nos dois lotes coletados, os primeiros periodos de imersdao (30 segundos e 1 minuto)
apresentaram apenas a digestdo da cuticula (camada mais externa) (Figuras 10, 11, 12 e

13a,b). Nos periodos subsequentes (3 minutos, Sminutos, 10 minutos e 15 minutos) houve
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digestdo até mesmo de parte da linha ldcida (linha translucida que ndo reagem com corante,
composta pela sobreposicio de cutina ou suberina mais celulose (PAMMEL, 1899) e
penetracdo do dcido através das lamelas médias (Figuras 10, 11, 12 e 13c, d, e, f) que ndo
estavam fortemente ligadas, indicando assim um processo de digestdao da lignina, desfazendo
a estrutura cristalina da celulose (LODI, 2008), transformando-a em agucares (OGEDA;
PETRI, 2010) e dando iniciando as rachaduras e perfuragoes. A partir de 40 e 60 minutos de
imersdo é possivel observar uma grande digestdo dos macroesclereides (Figuras 10, 11, 12 e
13h, 1), e no momento em que essas fendas atingem a camada subpalicada (osteosclereides) o
tegumento ndo é mais impermedvel (ALGAN; BUYUKKARTAL, 2000).

No lote de 2010, nota-se que a penetracdo do 4cido ocorreu em pontos de menor
resisténcia, ja no lote de 2011, a corrosdo ocorreu em dreas mais extensas, mas em menor
profundidade, corroborando assim para a diferenca no grau de dorméncia entre os dois anos
de coleta ligadas a diferengas na deposicao de lignina, cutina suberina ou até mesmo calose

(KELLY et al., 1992).

Figura 14. Extrato do balango hidrico decendial da regido de Sdo Paulo — SP — Brasil. Area de cor vermelha
significa déficit hidrico, drea de cor verde sem déficit hidrico. (A) 2010 (B) 2011. Quadro em azul escuro e
laranja indicam o periodo de maturacdo das sementes.

Essas diferencas anatomicas e fisiologicas podem estar relacionadas com fatores
ambientais ocorridos durante a maturacdo das sementes. Curiosamente, notam-se diferencas
em relacdo a quantidade de dgua presente no solo durante as fases finais da maturacdo. Em
2010, durante a fase de dispersdo das sementes ocorreu um déficit hidrico que nao ocorreu em
2011 (Figura 14). Estudos realizados com Digitaria milanjiana (Rendle) Stapf, mostram que a
deficiéncia hidrica tornou as sementes mais ormentes (HACKER, 1984), fato que nio pode

ser observado em E. speciosa, com a compara¢do da germinagdo da testemunha nos dois anos
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em que a coleta foi realizada (Figura 8a) talvez pelo fato da espécie ser abundante em areas
alagadas.

Em estudo com plantas jovens de E. speciosa, foi observado que a inundacdo do solo
afetam drasticamente as trocas gasosas. Nos tratamentos com excesso de dgua, os estOmatos
se fecharam na tentativa de reduzir a condutancia hidrdulica e assim permitir que a raiz
necessite de menos O, e assim evitando que falte energia para manter todo o sistema. O
fechamento dos estomatos também impede a assimilacdo de CO, e como em uma reagao em
cadeia, com menos CO; haverd menos substrato para a rubisco e portanto haverd reducao na
fotossintese e menos fotoassimilados sdo sintetizados. A partir disso, sinais quimicos, em
particular o 4cido abscisico (ABA), que podem ser sintetizados nas pontas de raiz submetidos
a hipdxia sdo entdo transportado das folhas mais velhas ou em ponto de murcha jovens folhas
turgidas e sementes (KAUFMANN; HALL, 1974; CHAVES, 1991; ZHANG; ZHANG, 1994,
SANTOS; CARLESSO, 1998; TAIZ; ZEIGER, 2006; MEDINA et al., 2009; MANZONI et
al., 2012). Apesar do estudo ser com plantas jovens temos uma hipdtese que deve ser
investigada em plantas adultas.

Com base nessas informacgdes, pode-se supor que excesso de dgua no solo durante o
final da maturac@o no lote de 2011 afetou a dorméncia. A translocagcdo de solutos para das
folhas mais velhas ou em ponto de murcha aumento a deposi¢ao de substincias especificas,
como glicose, lignina, suberina e cutina, tornando assim tornam a parede celular,
principalmente dos macroesclereides, da semente com maior resisténcia em relacio a corrosao
promovida pelo acido sulftrico, dificultando assim assim a germinacdo e necessitando de
periodos maiores de imersdo.

Ja no lote de 2010, durante a mesma fase de maturacdo, supde-se que a auséncia de
chuva ndo promoveu um estresse na planta e seu metabolismo trabalhou normalmente, e por
isso promovendo sementes com menor grau de dorméncia. A corrosdo promovida pelo dcido
sulfdrico encontrou menor resisténcia, indicando assim um menor grau de dorméncia e
necessitando de menores periodos de imersdo para atingir a mesma porcentagem de

geminacgdo que o lote de 2011.

4. Conclusoes
® o grau de impermeabilidade a dgua, em sementes de Erythrina speciosa, esta
relacionado com as condigdes ambientais sob as quais a semente se

desenvolve;
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e o grau dessa impermeabilidade apresenta variacdes, também, entre sementes
oriundas da mesma coleta;

e a sensibilidade do tegumento dessas sementes a quebra da impermeabilidade a
agua, com a aplicacdo de escarificacdo 4cida, também € dependente das

condig¢des nas quais a semente foi formada.
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6. Consideragdes finais

O estabelecimento e a superacdo da dorméncia, em sementes, apresentam ainda
lacunas do conhecimento, necessitando assim de estudos mais aprofundados para elucidar
quais fatores ambientais podem influenciar o grau de dorméncia no tegumento de uma
semente com restricdo a entrada de dgua, ou ainda quais alteragdes bioquimicas ocorrem
durante o desenvolvimento da semente e quais substancias podem alterar a permeabilidade
das camadas mais externas da semente.

A literatura apresenta, principalmente, uma grande diversidade de tratamentos para
superagdo de dorméncia em sementes de varias espécies, principalmente as arboreas tropicais
nativas do Brasil. Contudo, poucos trabalhos descrevem com maior profundidade os eventos
mais importantes como a instalacdo e os fatores que influenciam no grau de dorméncia, como
as flutuagdes na temperatura, chuvas e déficit hidrico do solo durante o desenvolvimento da
semente.

Talvez por esse motivo verifica-se, também, grande diversidade de resultados, muitas
vezes utilizando-se os mesmos tratamentos nas sementes da mesma espécie, provenientes do
mesmo local, mas em anos de coleta diferentes com resultados fisiolégicos diferentes. E por
1sso que o método utilizado na superacdo da dorméncia em um lote de sementes pode nao ser
recomendado para outro.

Com o presente trabalho nota-se que fatores ambientais podem influenciar o grau de
dorméncia em uma semente durante seu desenvolvimento, alterando também os resultados
quando aplicados métodos para superagao.

Durante os estudos de maturacdo, verificou-se que sementes de Erythrina speciosa
seguem o padrdo cldssico das sementes ortodoxas, adquirindo a capacidade germinativa ao
final do periodo de divisdes celulares. Concomitante a aquisi¢do da germinacdo ocorre a
instalacdo lenta da dorméncia por impermeabilidade do tegumento em relacdo a 4gua. Nota-se
que os estaddios 1 e 6 apresentam baixa porcentagem de germinacdo, mas a explicacido para
esse fato é diferente em cada estddio. No primeiro estddio as sementes ainda estdo
completamente imaturas, e a capacidade germinativa aumenta lentamente até o estadio 3. A
partir do estadio 4, as sementes sdo capazes de germinar, mas aos poucos a dorméncia se
instala, reduzindo assim as porcentagens de germinacio, como pode ser observado no tempo
médio de germinacdo e na frequéncia média de germinacdo didria. Apds a semente estar
madura métodos para superacdo da dorméncia serdo necessarios a fim de permitir a entrada da

dgua e dar inicio ao processo de germinagao.
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Anatomicamente observa-se alteracdes que condizem com o desenvolvimento da
semente nos primeiros estddios de maturagdo como a divisao celular e formagdo das paredes
celulares secunddrias. Ainda pode ser observada a reducdo no teor de dgua durante a
maturagdo, com o aumento dos espacos intercelulares e redu¢do do limem celular nas
camadas de osteosclereides e parénquima. Essa redu¢do no teor de 4gua em algumas espécies
d4 inicio a instalacdo da dorméncia e permite que a semente madura tenha seu metabolismo
reduzido, aumentando sua longevidade e capacidade de armazenamento.

Nas sementes da familia Fabaceae, a barra de traqueides, presente abaixo do hilo, é
apontada como responsdvel pela dessecacdo no final do processo de maturacdo, mas o modo
de atuagdo dessa estrutura ainda ndo esta totalmente elucidada.

As sementes maduras de E. speciosa apresentam estruturas em seu tegumento que
impedem a entrada de dgua, necessitando assim de métodos para rompimento dessas
estruturas. Um dos métodos mais utilizados é a imersdo das sementes dormentes em &dcido
sulfurico, que promove a lise da lignina em moléculas menores de glicose, € com isso
rompendo a barreira impermedvel presente no tegumento.

Alteragdes ambientais, ocorridas em anos distintos, que podem ter influenciado o grau
de dorméncia das sementes E. speciosa sdo observados nos danos causados pelo acido
sulfurico e nas porcentagens de germinagdo nos dois lotes coletados. Em 2010, as sementes
nao apresentam um tegumento resistente, portanto a barreira de impermeabilidade ¢é
facilmente rompida em 15 minutos de imersdo. J4 no lote de 2011, para alcangcar a mesma
porcentagem de germinacdo (100%) foram necessdrios 40 minutos de imersdo, mostrando
assim que esse lote possuia sementes com maior resisténcia a a¢do do 4cido, dificultando o
inicio da germinagdo.

Com base nesses resultados apresentados conclui-se que as alteragdes ambientais
ocorridas durante da maturagcdo podem influenciar o grau de dorméncia de um lote, através de
uma teoria apresentada com um estudo em plantas jovens da espécie, que o aumento da dgua
no solo promove a diminuicdo de oxigénio disponivel, entdo sinais sdo enviados para
fechamento dos estdmatos causando a diminui¢do da fotossintese. A menor disponibilidade de
fotoassimilados provoca um estresse na planta, que entdo passa a desviar a energia acumulada
nas folhas mais velhas para as mais jovens para aumentar a fotossintese e sementes em
formacdo, garantindo a sobrevivéncia da espécie. Essa translocacdo de fotoassimilados pode
causar o aumento na resisténcia do tegumento, que pode ser observado em analises
ultraestruturais e anatomicas com a imersao das sementes em acido sulfurico. Como foi o caso

nos lotes coletados em 2010 e 2011, que apresentaram diferencas na forma como o acido
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corroeu as camadas mais externas do tegumento. Em 2010, a menor resisténcia promoveu
furos e em 2011 a maior resiténcia promoveu um desgaste na superficie do tegumento.
Coincidentemente em 2010 nas fases finais de maturacdo ocorreu défciti hidro, o que nao

aconteceu no mesmo periodo da maturagdo em 2011.
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