ANIELI CIOATO DE SOUZA

DORMENCIA EM SEMENTES DE llex paraguariensis

Tese apresentada ao Curso de Pds-graduagdo em
Producdo Vegetal, da Universidade do Estado de
Santa Catarina, como requisito parcial para a
obtencdo do titulo de Doutora em Producao
Vegetal.

Orientadora: Dra. Luciana Magda de Oliveira

LAGES
2018



Ficha catalografica elaborada pelo(a) autor(a), com
auxilio do programa de geragéo automatica da
Biblioteca Setorial do CAV/UDESC

Souza, Anieli Ciocato de

Dorméncia em Sementes de Ilex paraguariensis /
Anieli Cioato de Souza. - Lages , 2018.

80 p.

Orientadora: Luciana Magda de Oliveira

Tese (Doutorado) - Universidade do Estado de Santa
Catarina, Centro de Ciéncias Agroveterinarias,
Programa de Pdés-Graduagao em Produgdo Vegetal, Lages,
2018.

1. Erva-mate. 2. Qualidade de sementes. 3.
Pirénios. I. Oliveira, Luciana Magda de. II.
Universidade do Estado de Santa Catarina. Programa
de Pés-Graduagdo. III. Titulo.




ANIELI CIOATO DE SOUZA

DORMENCIA EM SEMENTES DE llex paraguariensis

Tese apresentada ao Curso de Poés-Graduacdo em Producdo Vegetal, da
Universidade do Estado de Santa Catarina, como requisito parcial para a obtencao do
titulo de Doutora em Producéo Vegetal.

Banca examinadora:

; ~ A
; . o Nl /N
Orientadora: \ QACAS WA \ 1\\\\4 S
Profa. Dra. Luciana Magda de Oliveira
Universidade do Estado de Santa Catarina

Membros: W

Prof. Dr. Eduardo Euclydes de Lima e Borges
Universidade Federal de Vigosa

-
s I
- \
byl
Prof. Dr. Edvaldo’Aparecido Amaral da Silva
Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho

A/// P
e e,

Prof: Dr. Ezebuiel Gasparin
Universidade Federal de Santa Maria

Profa. Dra. Katiahe Paula Bagatine
Universidade do Oeste de Santa Catarina

Lages- SC, 30/07/2018






A0S meus pais, meu irmao e meu noivo,
por acreditarem e apoiarem na realizacao
do meu sonho. Obrigada pelo amor e

paciéncia.






AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus por abencoar cada passo dado ao longo da minha vida.

Aos meus pais, Iracilio e Ana Lucia, e ao meu irmdo Vagner pelo carinho e
apoio em todos os momentos de minha vida. Agradeco a educagao que recebi, por
terem acreditado juntamente comigo nos meus sonhos, e estar conquistando um
deles.

Ao meu noivo Mauricio, pelo amor, paciéncia, apoio, preocupacao,
companheirismo e ajuda durante a minha pos-graduacao.

A minha cunhada, Greice, por ser amiga e companheira, pela compreensio e
auxilio em todos os momentos.

As minhas av0s, tios e primos, por terem acreditado no meu potencial e me
apoiado em minhas decisoes.

Aos meus sogros, Claudio e Eliane e cunhado Murilo, pelo apoio e momentos
bons que compartilhamos.

A minha orientadora Prof. Dra. Luciana Magda de Oliveira, minha inspiracao.
Obrigada por ter acreditado no meu potencial, ter me apoiado, creditado confiangca em
todas as etapas e auxiliado na realizacdo desse trabalho, por ter sido mais que
orientadora e sim uma grande amiga. Ao meu coorientador PhD.Hugh W. Pritchard,
pela confianca, incentivo e auxilio na realizacdo deste trabalho no Millenium Seed
Bank.

A todos os professores do CAV/UDESC, em especial ao professor Dr. Julio
Cesar Pires Santos, pela disponibilidade e auxilio para a coleta de sementes. A todos
os professores que tive ao longo da vida. E por cada ensinamento que me foi dado
gue hoje conquisto esse mérito.

Ao Programa de Pés-Graduacdo em Producao Vegetal pela oportunidade de
realizar minha pos-graduacdo. A CAPES por financiarem meus estudos. Ao
Millennium Seed Bank, do Royal Botanic Gardens, KEW, por me receber para o
doutorado sanduiche.

Aos meus colegas do Laboratorio de Sementes Florestais UDESC/CAV pelas

nossas conversas e risadas no dia-a-dia no laboratério. Aos pesquisadores, amigos



e colegas do Millenium Seed Bank, pelas experiéncias compartilhadas. Em especial
agradeco aos meus amigos do peito, por terem dividido as aflicbes e me
proporcionado momentos de muita felicidade.

Agradeco a todos que contribuiram para a realizagdo deste sonho, do fundo do

meu coracgao, pois € impossivel escrever tamanha minha gratidao.



RESUMO

SOUZA, Anieli Cioato de. Dorméncia em sementes de llex paraguariensis. 2018,
80f. Tese (Doutorado em Producéo Vegetal — Area: Fisiologia e Manejo de Plantas)
— Universidade do Estado de Santa Catarina. Programa de Pds-graduacéo em
Producgéo Vegetal. Lages, 2018.

Objetivou-se determinar e quantificar as possiveis causas da baixa germinacao de llex
paraguariensis, através de parametros fisicos, fisioldgicos e sanitario das sementes
(Capitulo I); identificar e descrever aspectos morfolégicos do pirénio e histologicos dos
embrides em diferentes estadios de desenvolvimento (Capitulo I); investigar a(s)
causa(s) da dorméncia de sementes de llex paraguariensis (Capitulo IIl); determinar
os efeitos da temperatura, da escarificacdo mecanica e do acido giberélico (GA3) na
superacdo de dorméncia e na germinacao de sementes de |. paraguariensis (Capitulo
IV). Para determinar as possiveis causas da baixa germinacao, as sementes foram
classificadas em vazias, deterioradas, predadas e cheias (embrides visualizados e
embrides nao visualizados). Para descrever os aspectos morfologicos e histolégicos,
0s pirénios com os embrides visualizados, foram fixados para a analise anatémica,
em solucdo de paraformaldeido, inclusos em historesina e seccionados em
micrétomo. Os cortes foram corados com Azul de Toluidina. Na investigacdo das
causas da dorméncia foram realizados 0s seguintes testes: a) Dorméncia fisica: taxa
de absorcdo em agua e em azul de metileno; e deteccao de lignina e suberina no
endocarpo e tegumento, a partir de avaliacdes histoquimicas; b) Dorméncia
fisiologica: bioensaios em sementes de alface e detec¢do de compostos fendlicos; c)
Dorméncia morfoldgica: analise de embrides. No Capitulo 1V, os pirénios foram pré-
selecionados por meio de andlise radiografica, sendo submetidos aos experimentos
apenas aqueles considerados cheios. Foram conduzidos dois experimentos: 1-
Diferentes temperaturas (constantes e alternadas) e escarificagdo mecéanica com lixa
e; 2- Diferentes temperaturas e diferentes dosagens de acido giberélico (Testemunha,
360 uM, 720 uM e 3600 pM). De acordo com os resultados, foram verificadas
guantidades elevadas de sementes vazias e deterioradas, assim como o ataque de
insetos. No Capitulo Il, os embrides foram classificados nos estadios globular,
coracao (ocupando aproximadamente 10% do comprimento da semente), pés coracao
(15% do comprimento), torpedo (20% do comprimento) e maduro (40% do
comprimento); e foram localizados abaixo da micrépila, alinhado ao ponto externo. No
Capitulo 11, na taxa de absor¢cédo de agua, foi verificado um aumento na massa das
sementes; entretanto, na embebicdo em azul de metileno, ocorreu a absorcao apenas
no endocarpo. Os bioensaios com sementes de alface indicaram a presenca de
inibidores quimicos. Na avaliacdo morfolégica das sementes, apenas em 55,5%, das
sementes cheias, os embrides foram visualizados e encontravam-se nos estadios
globular ou coracéo, nas demais os embrides nao foram visualizados. No Capitulo 1V,
ndo houve germinagédo nos pirénios escarificados. Nos pirénios intactos, foi verificada
germinacao apenas na temperatura 10/20 e 10/25 °C para apenas um dos lotes, e nas
temperaturas de 15/25 e 20/30 °C para ambos. O tratamento que resultou em dados
numericos de germinacdo superiores foi em temperatura de 20/30 °C e 260 uM de
acido giberélico (26%). Além da dorméncia, o niumero elevado de sementes vazias e
danificadas é causa da baixa germinacdo. Para definir os estadios de
desenvolvimento indica-se além da andlise morfolégica, o espaco em que o embrido
ocupa no endosperma. A dorméncia de sementes de llex paraguariensis é devida a



causas fisica, morfologica e possivelmente fisioldgica. Para a superacédo da dorméncia
e germinagdo, recomenda-se a temperatura alternada de 20/30 °C e o uso do acido
giberélico na dosagem de 260 uM.

Palavras-chave: erva-mate, qualidade de sementes, pirénios.



ABSTRACT

SOUZA, Anieli Cioato de. Dormancy in llex paraguariensis seeds. 2018, 80f. Thesis
(PhD in Plant Production — Area: Physiology and plant management)- Santa Catarina
State University. Postgraduate Program in Plant Production. Lages, 2018.

The objective were to determine and quantify the possible causes of low germination
of llex paraguariensis, through physical, physiological and sanitary parameters of the
seeds (Chapter 1); to identify and describe the morphological aspects of pyrenes and
histological of embryos at different stages of development (Chapter Il); to investigate
the cause (s) of llex paraguariensis seed dormancy (Chapter Ill); to determine the
effects of temperature, mechanical scarification and gibberellic acid (GA3) on
dormancy overcoming and germination of |. paraguariensis seed (Chapter IV). To
determine the possible causes of the low germination, the seeds were classified as
empty, deteriorated, predated and full (visualized embryos and non-visualized
embryos). To describe the morphological and histological aspects, the pyrenes with
the embryos visualized were fixed for the anatomical analysis, in paraformaldehyde
solution, included in historesin and sectioned in a microtome. The sections were
stained with Toluidine Blue. In the investigation of the causes of dormancy, the
following tests were performed: a) Physical numbness: rate of absorption in water and
in methylene blue; and detection of lignin and suberin in the endocarp and integument,
from histochemical evaluations; b) Physiological dormancy: bioassays in lettuce seeds
and detection of phenolic compounds; c) Morphological dormancy: embryo analysis.
In Chapter IV, the pyrenes were pre-selected by means of radiographic analysis, being
submitted to the experiments only those considered full. Two experiments were
conducted: 1- Different temperatures (constant and alternating) and mechanical
scarification with sandpaper and; 2- Different temperatures and different dosages of
gibberellic acid (Witness, 360 uM, 720 uM and 3600 uM). According to the results, high
amounts of empty and deteriorated seeds were verified, as well as insect attack. In
Chapter I, the embryos were classified into the globular stages, heart (occupying
approximately 10% of the length of the seed), post heart (15% of length), torpedo (20%
of length) and mature (40% of length); and were located below the micropyle, aligned
to the external point. In Chapter I, in the rate of water absorption, an increase in seed
mass was observed; however, in methylene blue imbibition, absorption only occurred
in the endocarp. Bioassays with lettuce seeds indicated the presence of chemical
inhibitors. In the morphological evaluation of the seeds, only 55.5% of the seeds were
filled, the embryos were visualized and were in the globular or heart stages, in the
others the embryos were not visualized. In Chapter IV, there was no germination in
scarified pyrenes. In the intact pyrenes, germination was only verified at 10/20 and
10/25 ° C for only one of the lots, and at temperatures of 15/25 and 20/30 ° C for both.
The treatment that resulted in higher germination numerical data was at temperature
of 20/30 ° C and 260 uM of gibberellic acid (26%). In addition to dormancy, the high
number of empty and damaged seeds causes low germination. In order to define the
stages of development, it is indicated beyond the morphological analysis, the space in
which the embryo occupies in the endosperm. The seed dormancy of llex
paraguariensis is combined to physical, morphological and possibly physiological
causes. To overcome dormancy and germination, the alternating temperature of 20/30
°C and the use of gibberellic acid in the dosage of 260 uM are recommended.



Key-words: herb-mate, seed quality, pyrenes.
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1 INTRODUCAO GERAL

A erva-mate (llex paraguariensis A. St. — Hil.) € uma espécie arborea
pertencente a familia Aquifoliaceae, que ocorre no Brasil, Argentina, Uruguai e
Paraguai (CARVALHO, 2003). Planta cuja ocorréncia € endémica, distribui-se na
forma silvestre no bioma Mata Atlantica, principalmente nos estados de Santa
Catarina, Parand, Rio Grande do Sul e Mato Grosso do Sul, apresentando ocorréncias
em areas de maior altitude em S&o Paulo, Minas Gerais e Rio de Janeiro. A espécie
ocorre também na provincia de Missiones, na Argentina, e no leste do Paraguai,
compreendendo uma area de 540 mil quilémetros quadrados, sendo 450 mil no Brasil
(ANDRADE, 2003; GERHARDT, 2013).

A erva-mate € considerada como a espécie simbolo do estado do Rio Grande
do Sul, e apresenta grande importancia na economia e na cultura dos estados sulinos
(BACKES; IRGANG, 2002). Apesar de ser uma espécie utilizada ha varias décadas,
alguns problemas silviculturais ainda persistem, dentre os quais, a baixa porcentagem
de germinagéo de suas sementes. Tal fato constitui-se no principal problema para a
producdo de mudas da espécie (FOWLER; STURION, 2000).

A baixa germinacdo de sementes, de forma geral, pode estar relacionada a
diversos fatores, como a presenca de sementes vazias/chochas, predadas e
dormentes. Nao ha relatos na literatura sobre a presenca de sementes vazias em erva-
mate, entretanto, Zanon (1988) orienta a imersdao em agua das sementes dessa
espécie, sendo retiradas as sobrenadantes; procedimento esse que €, geralmente,
utilizado para a remocao de sementes vazias e chochas.

Apesar da provavel ocorréncia de predacdo e de sementes vazias, a presenca
de dorméncia em sementes de erva-mate € o principal problema relatado para a
producdo de mudas. Segundo Brasil (2009a), as sementes dessa espécie levam em
torno de 365 dias para germinar, sendo que sao necessarios em torno de seis meses
para a superagado da dorméncia.

Ainda ndo ha um consenso sobre a(s) causa(s) da dorméncia dessas sementes.
De acordo com Medeiros (1998), a dorméncia dessas sementes € devida a presenca
de endocarpo lenhoso (dorméncia fisica). Grigoletti Junior et al. (1999) salientam que
alguns fungos associados as sementes de erva-mate favorecem sua germinagéo ao
decompor seu endocarpo, inferindo que as sementes dessa espécie apresentam

7

dorméncia fisica que é superada pela acdo de fungos saprofitos, sob condicbes
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naturais. Ja para Dolce; Mroginski; Rey (2010), o endocarpo e o tegumento das
sementes de |. paraguariensis estabelecem resisténcia na expansdo dos tecidos
(dorméncia mecanica), dificultando a germinacgao.

A dorméncia fisica é definida como aquela em que o tegumento e/ou o
pericarpo sao impermeaveis a entrada de agua (BASKIN; BASKIN, 2004). Sementes
com tegumento muito duro, porém, frequentemente necessitam da acdo de
microrganismos para a germinagao (ZAIDAN; BARBEDO, 2004).

Outros autores descrevem a dorméncia de sementes de |. paraguariensis
como morfolégica (NIKLAS, 1987; HEUSER, 1990; SANSBERRO et al., 1998;
FOWLER; BIANCHETTI, 2000; MENEGUETI et al., 2004) por apresentarem
imaturidade do embrido, o qual requer periodo de estratificacdo para completar seu
desenvolvimento e germinar. Nesse caso, as sementes desprendem-se da planta-
mae antes de estarem morfologicamente maduras, ocorrendo o término da maturagao
apos a dispersao das mesmas (MALAVASI, 1988).

A dorméncia combinada também foi relatada para o género llex (BASKIN;
BASKIN, 2014), e especificamente para |. paraguariensis como dorméncia
morfologica e fisioldgica (morfofisiologica) (CUQUEL; CARVALHO; CHAMMA, 1994;
GALINDEZ et al., 2018); e morfolégica e fisica (MEDEIROS, 1998), que ainda
sugerem estudos para determinar as causas de dorméncia.

Assim, objetiva-se com o trabalho:

a) Determinar e quantificar as possiveis causas da baixa germinacdo de I.
paraguariensis, por meio de parametros fisicos, fisiolégicos e sanitario das
sementes (Capitulo 1);

b) Identificar e descrever aspectos morfoldégicos do pirénio e histolégicos do
embrido das sementes de |. paraguariensis em diferentes estadios de
desenvolvimento (Capitulo II);

c) Investigar a(s) causa(s) da dorméncia de sementes de |. paraguariensis
(Capitulo IlI);

d) Determinar os efeitos da temperatura, da escarificacdo mecanica e do acido
giberélico (GAs) na superacao de dorméncia e germinacdo de sementes de I.

paraguariensis. (Capitulo V).
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2 CAPITULO | - CAUSAS DA BAIXA GERMINACAO DE LOTES DE SEMENTES
DE llex paraguariensis A. St. Hil. (AQUIFOLIACEAE)?!

2.1 RESUMO

Objetivou-se determinar e quantificar as possiveis causas da baixa germinacao de I.
paraguariensis, por meio de parametros fisicos, fisioldgico e sanitario das sementes.
Utilizaram-se seis lotes, de diferentes procedéncias e/ou anos de coleta. Em cada lote,
sementes foram classificadas em vazias, deterioradas, predadas ou cheias. As
sementes cheias foram submetidas ao teste de tetrazoélio. Foi realizado, ainda, teste
de germinacao. Pelos resultados, foram verificadas quantidades elevadas, em quatro
dos lotes avaliados, de sementes vazias e deterioradas, e em dois lotes houve ataque
de insetos. No teste de tetrazolio, todos os lotes apresentaram maiores valores de
sementes viaveis onde os embrides foram visualizados. Nao houve germinacao das
sementes. A baixa temperatura pode ser a causa do numero elevado de sementes
vazias. As causas da baixa germinacédo dependem do lote; de forma geral, destaca-
se a presenca de sementes vazias e deterioradas, além da dorméncia.

Palavras-chave: Sementes vazias; Sementes deterioradas; Predacao; Viabilidade;
Erva-mate.

2.2 INTRODUCAO

A espécie llex paraguariensis St. Hil.,, Aquifoliaceae, didica, popularmente
conhecida como erva-mate, desempenha um importante papel socioeconémico na
regido Sul do Brasil. As folhas sdo secas para preparar um cha tradicional (cha-mate),
gue é consumido por milhdes de pessoas na América do Sul (OLIVEIRA; WAQUIL,
2014; BERGOTTINI et al., 2015) e também o chimarrdo. Nos ultimos anos, o uso e a
exportacao por novos setores, como a industria farmacéutica e de cosméticos, foram
intensificados, o que faz com que muitos estudos venham sendo realizados nesta
espécie devido a sua importancia econémica (HORBACH et al., 2011; SANTIN et al.,
2013).

A producédo de mudas de |. paraguariensis € comumente realizada por sementes;
entretanto, tem sido verificada baixa germinacéo. Apesar de a dorméncia ser descrita
como a principal causa desse problema (FOWLER;STURION, 2000; MEDEIROS,
2001; DOLCE; MROGINSKI; REY, 2010), outros fatores podem contribuir, como a

presenca de sementes com ma formacao, vazias e deterioradas (CATAPAN, 1998).

! Artigo submetido para a revista FLORAM EM 19/09/2017.
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A presenca de insetos e de sementes vazias e deterioradas tem sido observada
em sementes de outras espécies do género llex. Em I. latifolia foram encontradas
vespas da familia Torymidae (TAKAGI; TOGASHI, 2013). J& em |. aquifolium, Obeso
(1998) observou que mais de 50% dos frutos tinham pelo menos uma semente vazia,
o que foi verificado também por Garcia; Obeso; Martinez (2005), ao avaliarem a chuva
de sementes dessa espécie. Arrieta; Suarez (2004), durante o beneficiamento de
sementes desse género, também verificaram a presenca de sementes vazias.

Embora existam alguns relatos sobre as causas da baixa germinacdo das
sementes de |. paraguariensis (ZANON, 1988; CATAPAN, 1998), ainda ndo ha na
literatura trabalhos que comprovem e quantifiguem esses problemas, sendo apenas
citados. Assim, objetivou-se determinar e quantificar as possiveis causas da baixa
germinacdo de |. paraguariensis, por meio de parametros fisicos, fisioldgicos e

sanitario das sementes.
2.3 MATERIAL E METODOS

Apesar da unidade de dispersao da espécie ser um pirénio, nesse capitulo sera
utilizado o termo sementes. Seis lotes de sementes de |. paraguariensis foram
utilizados, obtidos de no minimo cinco matrizes nativas, com distancia minima de 5
(cinco) metros e maxima de 500 (quinhentos) metros, colhidos em diferentes locais
e/ou ano:

OC-15: coletadas em 2015, no municipio de Otacilio Costa, SC, que possui clima
guente e temperado. A classificacdo do clima é Cfb, segundo Képpen e Geiger. A
temperatura média anual é 16.3 °C, com pluviosidade média anual de 1519 mm e
altitude de 871 m (CLIMATE, 2016).

UR-15: obtidas em 2015 e UR-16: em 2016, ambos provenientes do municipio
de Urupema, SC, onde o clima é quente e temperado, e segundo Képpen e Geiger,
classificado como Cfb. A temperatura média anual € 14.1 °C, com média anual de
pluviosidade de 1634 mm e a altitude de 1324 m (CLIMATE, 2016).

CE-16: lote colhido no ano de 2016, em Campo Eré, SC, que apresenta
um clima quente e temperado, classificado como Cfb, segundo a Kdppen e Geiger,
com temperatura média de 16.7 °C, 2045 mm de pluviosidade média anual e altitude
de 903 m (CLIMATE, 2016).


http://pt.climate-data.org/location/313353/#2607649
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1J-16: coletadas no ano de 2016, no municipio de ljui, RS, onde o clima € quente
e temperado, classificado como Cfa, de acordo com a Képpen e Geiger. A temperatura
média anual em ljui é de 19.9 °C, com média anual de pluviosidade de 1774 mm e
altitude de 307 m (CLIMATE, 2016).

PU-16: obtido no ano de 2016, no municipio de Porto Unido, SC, onde o clima &
guente e temperado, e segundo Koppen e Geiger, € classificado como Cfa. A
temperatura média anual em Porto Unido € 17.7 °C, com pluviosidade média anual de
1667 mm e altitude de 780 m (CLIMATE, 2016).

Em todos os locais, as matrizes foram georreferenciadas e estédo localizadas
no interior de mata nativa. Os frutos foram coletados maduros com coloracéo roxa
escura, cor 2,5/1 F: 5Y, de acordo com a Tabela de Munsell. As sementes foram
extraidas em peneira e agua corrente, beneficiadas manualmente para a retirada das
impurezas, secas em papel toalha para a retirada da umidade superficial e utilizadas
nos experimentos.

Inicialmente, foi determinado o teor de agua em duas repeticbes, por lote, por
meio do método de estufa, regulada a 105 °C (BRASIL, 2009a). Para cada lote, 200
sementes, divididas em quatro repeticdes, foram imersas em agua durante 24 h, para
facilitar o corte longitudinal, que foi realizado com auxilio de bisturi e pinca. As
sementes foram avaliadas visualmente com auxilio de estereomicroscépio Stemi-305,
com aumento de até seis vezes, e classificadas em: Vazias - sem a presenca de
endosperma e embrido; Deterioradas - com endosperma e embrido necrosados ou
tecido gelatinoso; Cheias com embrido ndo visualizado; Cheias com embrido
visualizado e Predadas — com a presenca de inseto ou sinais de predacao.

ApOs a avaliagdo, as sementes consideradas cheias, com embrido visualizado
ou ndo, foram submetidas ao teste de tetrazolio, conforme Catapan (1998), para
avaliacdo da qualidade fisiolégica (viabilidade) das sementes. Inicialmente, as
sementes foram imersas em agua por 24 horas, em temperatura de 30 °C. Em
seguida, foram cortadas longitudinalmente através do tegumento e do endosperma, e
imersas em solucdo de 0,1% de tetrazolio por 24 horas, a 35 °C. As sementes, de
todos os lotes, foram avaliadas individualmente, sendo consideradas viaveis aquelas
sem nenhum dano, incluindo o endosperma. Além disso, foi realizado teste de
germinacao em quatro repeticdes de 50 sementes, por lote, em substrato sobre areia,
a temperatura de 20/30 °C (BRASIL, 2009a).
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Os experimentos foram instalados em delineamento inteiramente casualizado
(DIC). Os dados foram testados quanto a homogeneidade pelo teste de Shapiro-Wilk
e normalidade, e foi realizada analise de variancia. Os dados que se mostraram nao
homogéneos, foram transformados em arco seno Vx/100. As médias foram
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. A correlacdo de Pearson foi
utilizada para correlacionar as condicdes ambientais e a caracterizacado dos lotes das
sementes. Os dados de viabilidade foram comparados pelo teste de Mann-Whitney a
5% de probabilidade, as analises foram realizadas com o programa estatistico
ASSISTAT.

2.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O teor de 4gua das sementes foi de 12,2% para o lote UR15; 12,1% para o lote

OC; 8,7% para CE; 6,9% para PU; 12% para UR16 e 10% para IJ. Os teores de agua

das sementes encontrados coincidem com o0s observados em outros trabalhos
(MEDEIROS; SILVA, 2001; MENEGUETI et al., 2004).

As categorias das sementes de I. paraguariensis diferiram de acordo com o lote;

mas, de forma geral, foram observadas altas porcentagens de sementes deterioradas

e vazias (Tabela 1).

Tabela 1 - Porcentagens de sementes vazias, deterioradas, predadas, cheias com
embrido visualizado e cheias com embrido n&o visualizado, observadas
em lotes de sementes de llex paraguariensis A. St. Hil.

Cheias

Embrido  Embrido nao
LOTE Vazias Deterioradas Predadas visualizado visualizado
OC-15 30,41 ab 24,37 c 0,99 a 6,22 b 34,82 b
UR-15 27,76 abc 42,23 ab 0,24 ab 28,62 a 0,70 c
UR-16 44,64 a 44,00 ab 0Ob 3,94 b 7,42 c
CE-16 2,12 ¢c 27,30 bc 0Ob 33,16 a 37,42 b
1J-16 4,44 bc 3,53d 0Ob 26,50 a 65,53 a
PU-16 36,18 a 57,71 a 0Ob 2,00 b 411c

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

Médias seguidas pela mesma letra, comparando lotes, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.
Otacilio Costa-2015 (OC-15), Urupema-2015 (UR-15), Urupema-2016 (UR-16), Campo Ere- 2016 (CE-
16), 1jui-2016 (13-16) e Porto Uni&o- 2016 (PU-16).

As sementes vazias (Figura 1A) foram contabilizadas em maior nimero nos
lotes de UR-16, UR-15, OC-16 e PU-16, com valores entre 27% e 44% (Tabela 1).
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Esses resultados podem estar relacionados a polinizacdo, distancia entre as arvores
matrizes, bem como a eficiéncia dos polinizadores naturais (AYUB; MARIATH, 1996
apud CARVALHO, 2003), devido a espécie ser dibica. Este fato foi confirmado nos
lotes UR-15 e UR-16, onde as matrizes estavam mais distanciadas entre si, em

comparacao com os demais lotes.

Figura 1 - Sementes de llex paraguariensis A. St. Hil. classificadas como: Vazia (A);
Deteriorada (B); Predada (C); Cheia, com embrido néo visualizado (D); e
Cheia, com embrido visualizado (E).

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

Para reduzir o nimero de sementes vazias, em um lote para a produgéo de
mudas, Zanon (1988) sugere que as sementes sejam imersas em agua e as
sobrenadantes descartadas. Sousa et al. (2003) observaram que a polinizacéo
controlada é eficiente e indicada por produzir maior nimero de frutos e de sementes
cheias, sendo verificado somente 0,59% de sementes vazias ap0s esse

procedimento.
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Na classe de sementes deterioradas (Figura 1B), o lote PU-16 apresentou o
maior numero, diferindo estatisticamente dos demais lotes, seguido pelos lotes de UR-
15 e UR-16. O lote de 1J-16 apresentou o menor nimero de sementes deterioradas.
Apesar de ndo ter sido avaliada a presenca de patdgenos, Oliveira (2013) relata que
a deterioracdo das sementes pode estar relacionada a fungos, que colonizam frutos e
sementes e que podem estar localizados na parte interna ou externa da semente.

Em relacdo a predacéo, foram observados insetos (Figura 1C) apenas nos lotes
OC-15 e UR-15, com 4,18% e 0,7%, respectivamente. Os insetos foram identificados
como micro himendpteros pertencentes a familia Torymidae. Estas microvespas se
alimentam do endosperma e embrido da semente, e apds saem por um orificio, que

pode ser identificado visualmente nas sementes (Figura 2).

Figura 2 - Sementes de llex paraguariensis A. St. Hil. com sinais de predacao.

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

Em sementes de |. paraguariensis da safra 1982, procedéncias Sdo Mateus do
Sul-PR, Catanduvas-SC e Centenario-RS, Zanon (1988) verificou a presenga de micro
himenoptero, ndo identificado, que broqueia as sementes, provocando um alto indice
de sementes danificadas, aproximadamente 50%.

A presenca de sementes cheias, com embrides visualizados ou néo (Figuras 1D
e 1E), dependeu do lote, sendo maior (92,03%) no lote 1J-16 e menor (6,11%) no lote
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PU-16 (Tabela 1). Em namero de sementes com embrido visualizado, os lotes de CE-
16, 1J-16 e UR-15 apresentaram os melhores resultados. Em sementes com 0s
embrides nao visualizados, o lote com maior resultado foi 1J-16.

Com a correlagéo de Pearson (Tabela 2) verificou-se a influéncia dos fatores

climaticos em relacéo a cada classe de sementes.

Tabela 2 - Correlagcdo de Pearson entre as classes das sementes e variaveis

climaticas.
Altitude Temperatura Pluviosidade
VAZIAS 0,81 -0,84 -0,74
MORTAS 0,63 -0,59 0,46
PREDADAS 0,33 -0,39 0,46
CHEIAS -0,95 0,94 0,08

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

De acordo com a classificacdo de Dancey; Reidy (2006), valores acima de 0,7
séo considerados como fortes, 0,4 até 0,6 moderado, e abaixo de 0,3 como fracos,
pode-se inferir que as sementes vazias possuem uma correlacdo linear forte com a
altitude, ou seja, quanto maior a altitude, maior o nimero de sementes vazias. Ja a
relacdo entre temperatura e pluviosidade é inversa, ou seja, quanto menor a
temperatura e a pluviosidade, maior € o nUmero de sementes vazias.

A relacdo entre temperatura e sementes vazias pode ser explicada pela
polinizacao, visto que € entomdfila, e baixas temperaturas podem diminuir a visita dos
insetos nas flores. Pires et al. (2014), avaliando a polinizacdo em |. paraguariensis,
observaram que havia maior visitacdo de polinizadores em flores nos periodos com
maior temperatura no dia, assim como Liebsch; Mikich (2009), quando avaliaram a
fenologia reprodutiva da espécie, encontraram uma alta influéncia da temperatura na
floracdo. A floracdo ocorre nos meses mais quentes com temperaturas médias acima
de 13 °C (PIRES et al., 2014).

Sementes deterioradas possuem relacdo moderada com a altitude, pluviosidade
e temperatura; sendo que a relacdo com a temperatura é inversa. J4 as sementes
predadas possuem baixa relacdo com a altitude e temperatura, e relacdo moderada
com a pluviosidade.

Das sementes consideradas cheias com embrido visualizado, a maior parte,
independente do lote, foi considerada viavel pelo teste de tetrazolio. J4 os resultados

para sementes com embrides néo visualizados dependeram do lote, sendo que 0s
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lotes de UR-15 e UR-16 ultrapassaram os 50% de sementes inviaveis (Tabela 3). Nao
foi verificada a germinacao das sementes em nenhum dos lotes utilizados. Isso indica
a presenca de dorméncia nas sementes, que mesmo cheias e consideradas viaveis

(teste de tetrazélio), ndo germinaram.

Tabela 3 - Viabilidade (%) de sementes cheias de llex paraguariensis A. St. Hil. com
embrido visualizado e néo visualizado, de diferentes procedéncias e/ou
ano de coleta.

EMBRIAO VISUALIZADO EMBRIAO NAO VISUALIZADO

LOCAL Viavel Inviavel Viavel Inviavel
OC-15 100 a od 91 a 9e
UR-15 100 a od 5e 95 a
UR-16 88 c 13b 44 d 56 b
CE-16 83d 17 a 89 a 11le
1J-16 96 b 4c 86 b 14 d
PU-16 100 a od 67 c 33c

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

Médias seguidas pela mesma letra, comparando lotes, ndo diferem entre si pelo teste de Mann-Whitney
a 5%. Otacilio Costa-2015 (OC-15), Urupema-2015 (UR-15), Urupema-2016 (UR-16), Campo Ere-
2016 (CE-16), ljui-2016 (1J-16) e Porto Unido- 2016 (PU-16).

As condicbes durante o desenvolvimento de sementes de |. paraguariensis
parecem influenciar na germinacao, tanto quanto a presenca da dorméncia. Assim,
mesmo com a superacao eficiente da dorméncia, os fatores que influenciam no

desenvolvimento das sementes devem ser levados em consideragéo.

2.5 CONCLUSAO

As principais causas da baixa germinacdo das sementes de |. paraguariensis
dependem do lote; entretanto, de forma geral, destaca-se a presenca de sementes
vazias e deterioradas, que podem chegar a aproximadamente 44% e 57%,
respectivamente, além da presenca de dorméncia. A baixa temperatura, observada
nos locais de coleta, pode ser uma das causas do numero elevado de sementes

vazias.
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3 CAPITULO Il - ASPECTOS MORFOLOGICOS E DESENVOLVIMENTO
EMBRIONARIO APOS A DISPERSAO DE PIRENIOS DE llex paraguariensis A. St.
Hil

3.1 RESUMO

Objetivou-se com esse trabalho identificar e descrever os aspectos morfolégicos do
pirénio e histologicos dos embrides de llex paraguariensis em diferentes estadios de
desenvolvimento. Os pirénios foram coletados no ano de 2016 e 2017, de frutos
maduros, nos municipios de Campo Eré e Urupema, SC. Os pirénios, com embrides
visualizados, foram fixados em solu¢éo de paraformaldeido e inclusos em historesina
Leica™. As amostras foram seccionadas em micrétomo Leica com espessura de 7
pm. Os cortes corados com Azul de Toluidina. Os embriées foram classificados nos
estadios globular, coracdo (ocupando aproximadamente 10% do comprimento da
semente), pos coracdo (15% do comprimento), torpedo (20% do comprimento) e
maduro (40% do comprimento); e foram localizados abaixo da micropila, alinhado ao
ponto externo. A regido de entorno do embrido, denominada cavidade, é constituida
por uma camada lignificada.

Palavras-chave: Anatomia; Semente; Embrido; erva-mate.

3.2 INTRODUCAO

llex paraguariensis, também conhecida como erva-mate, € uma espécie
arbérea nativa da Floresta Ombrdfila Mista na América do Sul, cujas folhas sdo
largamente utilizadas na medicina e consumidas na forma de cha (cha-mate). A
espécie € de grande importancia socioecondmica para a regido sul do Brasil, Paraguai
e Argentina (FOWLER; STURION, 2000; LORENZI; MATOS, 2002). Embora seja uma
espécie utilizada ha varias décadas, alguns problemas silviculturais persistem, dentre
0s quais, a germinacao baixa e distribuida ao longo do tempo (MEDEIROS et al., 1997;
FOWLER; STURION, 2000).

Dentre os fatores que exercem influéncia na germinacéao dos pirénios, de forma
geral, esta a dorméncia, relacionada a aspectos estruturais (DEBEAUJON et al.,
2007), como a presenca de barreiras mecanicas, quimicas e fisicas a germinacao e,
ainda, a diferenciacdo e maturacao das estruturas do embrido (BASKIN; BASKIN; LI,
2000; HILHORST, 2007; CARDOSO, 2008).

Apesar da dorméncia morfolégica ja ser descrita em pirénios de |I.
paraguariensis (MELLO, 1980; FERREIRA et al., 1991; HEUSER, 1999; FOWLER,;
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STURION, 2000; MEDEIROS, 2001;), sédo escassos o0s detalhamentos dos estadios
de desenvolvimento dos embrides que podem ser encontrados nas sementes
maduras da espécie. Nesse sentido, se torna necessaria a categorizacdo do
desenvolvimento dos embrides, visto que, apenas embrides no estadio maduro
estardo aptos a germinacao.

Em relacdo a categorizacdo dos embrides, de acordo com seu estadio de
desenvolvimento, alguns autores se basearam no tamanho como Niklas (1987);
Heuser (1990) e Catapan (1998). Entretanto, a classificacdo dos estddios de
desenvolvimento dos embrifes de pirénios maduros de I. paraguariensis, com base
em seu tamanho, pode ser subjetiva. Nesse sentido, Heuser (1990) apresenta a
morfoanatomia de embrides de |. paraguariensis em diferentes estadios. Acredita-se
que sdo necessarios estudos para melhor descrever os pirénios e os diferentes
estadios de desenvolvimento de embrides de pirénios maduros permitindo a
identificacdo do estadio de desenvolvimento pela relagdo do espaco que 0 mesmo
ocupa no endosperma. Uma melhor caracterizacdo do pirénio se faz necessaria, para
identificar a localizagdo do embrido.

Objetivou-se com esse trabalho identificar e descrever aspectos morfolégicos
do pirénio e histologicos dos embrides dos pirénios de llex paraguariensis em

diferentes estadios de desenvolvimento.

3.3 MATERIAL E METODOS

Frutos maduros, com coloracdo roxa escura (cor 2,5/1 F: 5Y da Tabela de
Munsell) de I. paraguariensis foram coletados no ano de 2016 e 2017, sob telas
instaladas abaixo das arvores. Os frutos foram coletados no municipio de Campo Eré,
SC, que apresenta clima quente e temperado, classificado como Cfb, segundo
Kdppen e Geiger. A temperatura média anual é de 16.7 °C, com 2045 mm de
pluviosidade média anual e altitude de 903 m (CLIMATE, 2016); e no municipio de
Urupema, SC, que apresenta clima quente e temperado, classificado como Cfb
segundo Koppen e Geiger. A temperatura média anual é 14.1 °C, com média anual
de pluviosidade de 1634 mm e a altitude de 1324 m (CLIMATE, 2016).

Apos a colheita, os pirénios foram extraidos, com auxilio de peneira e agua

corrente, beneficiados com uso de soprador para retirada de impurezas e utilizados


http://pt.climate-data.org/location/313353/#2607649
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nas analises. Determinou-se o teor de agua por meio do método da estufa a 105 £3
°C, por 24 h, de acordo com as Regras para Andlise de Sementes (BRASIL, 2009a).

Os pirénios permaneceram por 24 h imersos em 4gua, para a sec¢ao e
observacédo interna. Os pirénios, com embrido visualizado, foram utilizados para a
descricdo da morfologia e fixados para a avaliacdo anatdémica. Foram descartados
agueles em que os embrides ndo foram localizados, os vazios e os predados.

A descricdo morfoldgica foi realizada com auxilio de estéreo microscoépio
Marca/modelo Zeiss Stemi-305, com camera acoplada, com zoom de até 60x. As
ilustracdes foram desenhadas em papel de desenho com gramatura de 224 g/m2 com
lapis de grafite 6b.

Para a avaliagdo anatdmica, os pirénios foram fixados em solucdo de
paraformaldeido (2,5%) em tampao fosfato (0,2M) com pH 7,3, na proporcao de 1:1,
durante 24 horas, a temperatura de 4 °C. Apés a fixacdo, o material foi lavado em
tampao fosfato, trés vezes, por trinta minutos (BOUZON, 1993), e desidratado em uma
série de triplice lavagem de trinta minutos com solu¢des aquosas de etanol em
concentracbes crescentes (30%, 50%, 70%, 90% e 100%). A pré-infiltracdo das
amostras foi realizada, inicialmente, com uma mistura 1:1 de etanol 100% e historesina
Leica™, durante 12 horas; posteriormente o material foi infiltrado em historesina pura
por 24 horas. A inclusao foi realizada com historesina e adicédo de polimerizador (Leica
Historesina, Heidelberg, Germany), a temperatura ambiente, por 2 -3 h (ARNOLD;
MITRENGA; MAYRESBACH, 1975).

As amostras foram seccionadas em microtomo Leica (RM 2125), com laminas
descartaveis. Os cortes, com espessura de 7 pum, foram distendidos em temperatura
ambiente e colocados diretamente nas laminas sobre gotas de agua destilada e
desidratados em placa aquecedora a 37 °C, até a secagem da lamina de agua.

Os cortes foram corados com Azul de Toluidina (O’'BRIEN; FEDER; MCCULLY,
1965), que é uma coloracado policromatica que detecta substancias pécticas e lignina,
permitindo identificar os diferentes estadios de desenvolvimento dos embrides devido
a sua coloracdo. Para registros das estruturas dos embrides foram realizados em

microscoépio de luz com camera acoplada Marca/modelo Leica ICC50 HD.
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3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O teor de 4gua dos pirénios foi de 12% para os lotes de Urupema 2016 e 2017;
e 9% para Campo Ere 2016 e 2017. Os teores de agua das sementes encontrados
coincidem com os observados em outros trabalhos (MEDEIROS; SILVA, 2001;
MENEGUETI et al., 2004).

O 6rgéo de disperséo da espécie |. paraguariensis é o pirénio, que € constituido
pelo endocarpo, tegumento, endosperma e embrido (Figura 3).

Figura 3 — Morfologia dos pirénios de llex paraguariensis A. St. Hil.

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

Legenda: PE - Poro exterior; ES — Tecido esponjoso; MI - Micrépila; EM - Embrido; CV - Cavidade; EN
- Endosperma; TE - Tegumento; EC - Endocarpo.

O endocarpo é 6sseo-lenhoso e envolve a semente (KUNIYOSHI, 1983), sendo
constituido por fibras que se dispde desordenadamente, apresentando cristais entre
as mesmas (JESKE; SILVA; HEUSER, 2000), composto por lignina.
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Na porcéo inferior proximo ao endocarpo, ha o tegumento, formados por lignina
e substancias pécticas, podendo oferecer resisténcia a entrada de agua (Figura 4).
Segundo Heuser (1990), o tegumento é uma camada de esclereideos com
espessamento de parede periclinais internas e periclinais anticlinais; na parte inferior

h&a uma camada de parénquima formado por células achatadas de paredes delgadas.

Figura 4 — Corte anatdbmico de pirénios de llex paraguariensis A. St. Hil., com a
presenca de substancias pécticas e lignina. A barra representa 0,2 mm.

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.
Legenda: EN - Endosperma; TE - Tegumento; EC - Endocarpo.

O endosperma carnoso, de cor creme, rodea o embrido (KUNIYOSHI, 1983;
BRASIL, 2009b). A espécie possui embrido basal, relativamente pequeno, e quando
maduro ocupa de 1/3 a 1/2 da porcao inferior da semente; sendo rudimentar, nao
desenvolvido, porém diferenciado (MARTIN, 1946; BASKIN; BASKIN, 2004),
conforme descrito para a familia Aquifoliaceae (BRASIL, 2009b).

Entre o poro exterior e a micropila hd uma camada preenchida de tecido
esponjoso (Figura 3) (KUNIYOSHI, 1983). O corte deve ser no sentido longitudinal, ou
seja, no sentido do comprimento do pirénio, tendo inicio no poro exterior, que pode
ser identificado com o pirénio ainda intacto. Na por¢ao inferior, junto da micropila, esta

o embrido, para sua identificacdo, (Figura 5).



36

Figura 5 - Localizacdo do embrido nos pirénios de llex paraguariensis A. St. Hil. A:
Vista lateral 1; B: Vista lateral 2 e; C: Pirénio cortado longitudinalmente.

Linha de
corte

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.
Onde: PE - poro exterior, EM — embrido.

Conforme citado anteriormente, os embrides dos pirénios de frutos maduros de
|. paraguariensis podem se encontrar em diferentes estadios de maturacao,
caracterizando a dorméncia morfolégica dos pirénios. O embrido globular (Figura 6) é
caracterizado como uma massa de células desorganizadas, conforme descrito por
Heuser (1990). Nas analises anatdmicas dos lotes utilizados, ndo foram identificados
pirénios com embrides neste estadio. O embrido globular, pelo tamanho, foi
classificado como menor de 0,19 mm (NIKLAS, 1987; HEUSER, 1990; CATAPAN,
1998).
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Figura 6 — Pirénios de llex paraguariensis A. St. Hil. com embrido em estadio globular
de desenvolvimento.

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

O embrido caracterizado como no estadio coracdo (Figura 7) possui
organizacao celular, mas ainda ndo é possivel diferenciar os elementos procambiais
gue sao os precursores dos tecidos de conducédo. Pode ser identificada a protoderme
e os primordios cotiledonares, sendo confirmado pela descricdo de Bryant (1985), que
relata que determinadas zonas ja estdo destinadas a se desenvolverem em 6rgaos
especificos. As formas rudimentares dos proprios oOrgaos, particularmente dos
cotilédones e da radicula, tornam-se distinguiveis, sendo este estadio conhecido como
coracdo por possuir dois lobos distintos, possuindo aproximadamente 50 células
(BRYANT, 1985).

Figura 7 — Pirénios de llex paraguariensis A. St. Hil. com embri&o em estadio coragéo
de desenvolvimento. A barra representa 0,2 mm.

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.
Onde: PR- Protoderme.

Os embribes medem 0,29 mm em média, ocupando aproximadamente 10% do
comprimento longitudinal do endosperma. O embrido coracédo foi classificado, de
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acordo com o tamanho, com as dimensdes entre 0,20 a 0,29 mm (NIKLAS, 1987); de
0,20 a 0,45 mm (HEUSER, 1990); e de 0,20 a 0,30 mm (CATAPAN, 1998).

O embrido pos coracdo (Figura 8) possui células de transferéncia evidentes,
com maior organizacdo, conforme descrito por Heuser (1990). As mudancas que

ocorrem representam um aumento e amadurecimento do embrido (BRYANT, 1985).

Figura 8 - Pirénios de llex paraguariensis A. St. Hil. com embrido em estadio pés
coracao de desenvolvimento. A barra representa 0,2 mm.

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.
Onde: TR- Células de transferéncia.

Os embrides medem 0,30 mm em média, ocupando 15% do comprimento do
endosperma. Outros autores classificaram como pos coracdo embrides entre 0,30 a
0,40 mm (NIKLAS, 1987); 0,45 a 0,70 mm (HEUSER, 1990); e entre 0,30 a 0,50 mm
(CATAPAN, 1998). O estadio de pOs coracdo € um meio termo entre coracdo e
torpedo, pois ha algumas caracteristicas marcantes de cora¢cao, como 0s primordios
cotiledonares, assim como caracteristicas do torpedo, como células de transferéncia,
apenas com tamanho reduzido, dificultando e confundindo sua identificacéo.

No embrido torpedo (Figura 9), o eixo embrionario e os cotilédones estdo bem
desenvolvidos, o procambio estad organizado, com diferenciacdo mais pronunciada
dos elementos procambiais, e com células do apice radicular bem visiveis. As células
gue estdo em divisdo organizam-se em distintas regides meristematicas, evidenciando
o tecido meristematico protoderme, meristema fundamental e procambio (BRYANT,
1985).
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Figura 9 - Pirénios de llex paraguariensis A. St. Hil. com embrido em estadio torpedo
de desenvolvimento. A barra representa 0,2 mm.

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.
Onde: TR- Células de transferéncia; PC- Procambio.

Os embrides medem 50 mm em média, ocupando 20% do comprimento do
endosperma. As classificacdes pelo tamanho, identificaram este estadio medindo
entre 0,40 e 0,80 mm (NIKLAS, 1987); 0,70 e 1,00 mm (HEUSER, 1990); e entre 0,50
e 0,70 mm (CATAPAN, 1998).

Os embrides maduros (Figura 10) medem acima de 1,0 mm, ocupando em
média 40% do comprimento do endosperma, os cotilédones estdo desenvolvidos,
distingue-se o procambio. As células iniciais do apice radicular sdo bem evidentes,
com parede celular mais espessa, cobertas por células de conteddo mais denso,
formando a coifa. Ha diferenciacédo do sistema de conducao, com células mais longas
e estreitas na regido do meristema provascular e diferenciacdo de elementos
condutores do xilema. Pelo tamanho, este estadio foi classificado como maior que 1
mm (NIKLAS, 1987; HEUSER, 1990); e maior que 0,9 mm (CATAPAN, 1998).
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Figura 10 - Pirénios de llex paraguariensis A. St. Hil. com embrido em estadio maduro
de desenvolvimento. A barra representa 0,2 mm.

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.
Onde: PC- Procambio.

Os tamanhos dos embribes coincidiram, em todos os estadios, com a
classificacéo realizada por Niklas (1987) e Catapan (1998), porém néo coincidiu com
as classificacoes de Heuser (1990). A classificacdo pelo tamanho do embrido pode
ser influenciada por outros fatores, como a prépria dimensdo das sementes; desta
forma, acredita-se que o0 uso da porcentagem de ocupacdo do embrido no
endosperma possa ser uma alternativa eficiente.

Em relagéo ao desenvolvimento dos embrides, os resultados obtidos nesse
trabalho confirmam os descritos por Heuser (1990). No momento da coleta dos
pirénios, os embribes estavam no estadio de coracdo, aumentando em
aproximadamente 4 vezes o tamanho, como verificado também por Galindez et al.
(2018).

Durante as analises anatdbmicas, foi observada na regiao de entorno do embrido
a presenca de uma camada lignificada (Figura 11), também observado em I.

maximowicziana e denominada cavidade por Chien et al. (2011).
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Figura 11 — Pirénio de llex paraguariensis A. St. Hil., com embrido envolto em cavidade
contendo células com paredes lignificadas. A barra representa 0,2 mm.

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.
Legenda: EM - Embrido; CV - Cavidade; EN — Endosperma.

Esta regido, no entorno do embrido, é originada pela lise de células do
endosperma, resultante da acdo de enzimas, que tem como funcdo a abertura do
espaco para o desenvolvimento do embrido. Segundo Heuser (1990), a dimensao

desta cavidade ndo esta relacionada com o estadio de desenvolvimento do embrido.

3.5 CONCLUSOES

Para definir os estadios de desenvolvimento do embrido de |. paraguariensis
indica-se além da anélise morfoldgica, o espago que o0 embrido ocupa no endosperma.
Os embribes podem ser classificados nos estadios de globular, coracao (ocupando
aproximadamente 10% do comprimento da semente), pos coracdo (15% do
comprimento), torpedo (20% do comprimento) e maduro (40% do comprimento); e
estéo localizados abaixo da micropila, alinhado ao ponto externo do pirénio. A regido
de entorno do embrido, denominada cavidade, é formada por camadas lignificadas.
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4 CAPITULO Il - DORMENCIA COMBINADA EM PIRENIOS DE llex paraguariensis
A. St. Hil.

4.1 RESUMO

Objetivou-se investigar a(s) causa(s) da dorméncia de sementes de llex
paraguariensis. Para investigar a(s) causa(s) da dorméncia de sementes de llex
paraguariensis (erva-mate), foram realizados os seguintes testes: a) Dorméncia fisica:
taxa de absorcdo em agua e em azul de metileno; e deteccéo de lignina e compostos
lipofilicos no endocarpo e tegumento; b) Dorméncia fisiologica: bioensaios em
sementes de alface e deteccdo de compostos fendlicos; ¢) Dorméncia morfologica:
andlise de embrides. Para a taxa de absorcao, foi verificado um aumento na massa
das sementes, que caracteriza entrada de agua; entretanto, quando a embebicao foi
realizada em azul de metileno, ocorreu a absor¢cdo apenas no endocarpo. Foi
observada, ainda, lignina na forma de uma camada de esclerénquima junto ao
tegumento da semente e compostos lipofilicos em uma camada externa ao
endosperma. Os bioensaios com sementes de alface indicaram a presenca de
inibidores quimicos. Foram quantificados compostos fendlicos. Na avaliagdo
morfolégica das sementes, apenas em 55,5%, das sementes cheias, os embrides
foram visualizados e encontravam-se nos estadios globular ou coracéo, nas demais
os embrifes nao foram visualizados. A dorméncia de sementes de llex paraguariensis
é devida a causas fisica, fisiologica e morfologica.

Palavras-chave: Dorméncia fisica; dorméncia fisioldgica; dorméncia morfolégica;
erva-mate.

4.2 INTRODUCAO

A dorméncia € uma adaptacdo que impede a germinacdo das sementes
mesmo quando as condicbes ambientais sdo favoraveis (FINCH-SAVAGE;
LEUBNER-METZGER, 2006). Uma semente dormente ndo tem capacidade de
germinar em um determinado periodo de tempo em combinacéo de fatores ambientais
gue sao favoraveis a sua germinacdo (BASKIN; BASKIN, 2004). O fendmeno pelo
gual sementes de uma determinada espécie, mesmo sendo viaveis e tendo todas as
condi¢cdes ambientais para tanto, deixam de germinar (CARVALHO; NAKAGAWA,
2000; POISOT et al., 2011); no entanto, para a producao vegetal € um problema por
dificultar a obtencé&o de mudas.

Na literatura, os pirénios de |. paraguariensis, popularmente conhecida como
erva-mate, sdo classificadas como dormentes; entretanto, ainda ndo ha consenso

sobre as causas da dorméncia.



44

De acordo com Medeiros (1998), a dorméncia dessas sementes € devida a
presenca de endocarpo lenhoso (dorméncia fisica). Grigoletti Junior et al. (1999)
afirmam que as sementes dessa espécie apresentam dorméncia fisica que é superada
pela acdo de fungos saprofitos, sob as condi¢gdes naturais. Para Dolce; Mroginski; Rey
(2010), o endocarpo e o tegumento das sementes de |. paraguariensis estabelecem
resisténcia na expansao dos tecidos (dorméncia mecanica), dificultando a
germinacao.

A dorméncia fisica é definida como aquela em que o tegumento e/ou o
endocarpo sdo impermeaveis a entrada de agua (BASKIN; BASKIN, 2004). Sementes
com tegumento muito duro, porém, frequentemente necessitam da acdo de
microrganismos para a germinagao (ZAIDAN; BARBEDO, 2004).

Outros autores descrevem a dorméncia de sementes de |. paraguariensis
como morfolégica (NIKLAS, 1987; HEUSER, 1990; SANSBERRO et al., 1998;
FOWLER; BIANCHETTI, 2000; MENEGUETI et al., 2004) por apresentarem
imaturidade do embrido, o qual requer periodo adicional para completar seu
desenvolvimento e germinar. As sementes desprendem-se da planta-mée antes de
estarem morfologicamente maduras, ocorrendo o término da maturacdo apods a
dispersdo das mesmas (MALAVASI, 1988).

A dorméncia combinada também foi relatada para o género llex por Baskin e
Baskin (2014), e especificamente para |. paraguariensis como dorméncia morfolégica
e fisioldgica (morfofisiolégica) (CUQUEL; CARVALHO; CHAMMA, 1994; GALINDEZ
et al.,, 2018). A dorméncia fisiologica ocorre quando ha substancias inibidoras ou
auséncia de substancias promotoras da germinacdo impedindo que a germinacao
ocorra (BASKIN; BASKIN, 2004), s6 sendo capazes de germinar ap0s as substancias
inibidoras terem sido removidas, por exemplo, pelo trato digestivo de animais
(ZAIDAN; BARBEDO, 2004). Foi relatada, ainda, dorméncia morfologica e fisica por
Medeiros (1998).

A definicdo da(s) causa(s) da dorméncia de sementes € fundamental para a
utilizacdo de métodos eficientes para sua superacao. Assim objetivou-se investigar

a(s) causa(s) da dorméncia de sementes de llex paraguariensis.
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4.3 MATERIAL E METODOS

Frutos maduros, com coloracdo roxa escura (cor 2,5/1 F: 5Y da Tabela de
Munsell) de |. paraguariensis foram colhidos no ano de 2016, sob telas instaladas
abaixo das matrizes. A colheita foi realizada no municipio de Campo Eré, SC, que
apresenta clima quente e temperado, com classificacdo Cfb, segundo a Kdppen e
Geiger, e 16.7 °C de temperatura média. A pluviosidade média anual é de 2045 mm
e altitude de 903 m (CLIMATE, 2016).

Apoés a colheita, os pirénios foram extraidos, com auxilio de peneira e agua
corrente, beneficiados com uso de soprador para retirada de impurezas e utilizados
nas andlises. Inicialmente, foi determinado o teor de 4gua dos pirénios por meio do
método da estufa a 105 + 3 °C por 24 h, conforme Brasil (2009a).

Para a identificacdo das causas da dorméncia, foram realizados os seguintes
testes:

a) Dorméncia fisica — taxa de absorcdo em agua e em azul de metileno, e

presenca de lignina e suberina.

A hidratacdo em agua foi realizada em quatro repeticbes de 100 pirénios, que
tiveram sua massa mensurada e foram submetidos a embebicdo, em caixa gerbox
com trés folhas de papel Germitest® umedecidas com agua 2,5 vezes a massa do
papel em temperatura de 25 °C. A massa dos pirénios foi mensurada em intervalos
de uma hora nas primeiras 24 horas, a cada doze horas no segundo dia, a cada vinte
e quatro horas do terceiro ao quinto dia. A partir do sexto dia, a mensuragcao ocorreu
a cada 48 horas. A taxa de absorcéo foi calculada por meio da diferenca entre a massa
inicial e a obtida a cada medicao.

A hidratagdo também foi avaliada em solucdo de azul de metileno a 1%
(OROZCO-SEGOVIA et al., 2007), em pirénios integros e em pirénios escarificados,
com auxilio de lixa, até a visualizacdo do endosperma. Os pirénios foram imersos na
solucéo durante 48 horas, e, em seguida, seccionados longitudinalmente e analisados
em estereomicroscopio com aumento de até 60 vezes.

Para a deteccdo de lignina e compostos lipofilicos, utilizou-se métodos de
histoquimica. Os pirénios foram fixadas em FAA70 por um periodo de 72 horas, e
armazenados em alcool 70%. Em seguida, foram realizadas desidratacbes em séries
etandlicas de 2 horas cada (80%, 90% e 100%). Os pirénios foram incluidos em resina

meta-acrilatoglicol Leica® e colocados em solucéo de pré infiltracdo durante 24 horas,
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sendo 15 minutos em camara de vacuo (-20 mbar). Apos os pirénios foram
acondicionados na solucéo de infiltracdo durante 72 horas sob temperatura de 10 °C
e colocados na solucdo de inclusdo. Apdés 48 horas, foram realizados cortes
anatémicos longitudinais dos pirénios com laminas descartaveis em micrétomo Leica
RM 2025, com 7 pm de espessura. Para a coloragcdo da lignina, utilizou-se
Fluroglucinol 2%, e para a reacdo de compostos lipofilicos utilizou-se Sudam IlI.
Laminas semipermanentes foram confeccionadas com verniz vitral. As laminas foram,
entdo, avaliadas com relacdo a presenca de coloracdo de reacdo para lignina e
compostos lipofilicos, em microscépio Optico, acoplado com camera.

b) Dorméncia fisiolégica — Bioensaio em sementes de alface, deteccdo e

quantificacdo de fenais.

Sementes de alface foram submetidas ao teste de germinagdo em substrato
umedecido com extratos dos endocarpos e das sementes de |. paraguariensis. Para
a confeccédo do extrato hidroalcodlico e aquoso, os pirénios foram separados em duas
partes: 1) endocarpo e 2) semente (tegumento, endosperma e embrido). Foram,
entdo, desidratados em estufa de circulagédo de ar forcado, por 48 horas a 40 °C, até
tornarem-se fragmentos secos, com massa constante. Os fragmentos foram triturados
em um moinho triturador de facas até a geracdo de um pdé. A partir do pé, foram
confeccionados os extratos.

Nos extratos hidroalcodlicos, foi adicionado alcool etilico 70%, e deixados em
local escuro por sete dias. Apoés, foi realizada a filtragem com papel filtro e a
evaporacao do alcool em rotaevaporador a 100 rpm e 55 °C, até volume constante.
Foi acrescentado dimetil sulfoxido (DMSO) ao extrato e diluido com agua destilada
até a concentracdo de 15% para as sementes e 20% para o endocarpo.

Para o extrato aquoso, a partir do pé, foi adicionado agua a 80 °C e deixado em
repouso durante 24 horas em frasco com tampa fechada. O extrato foi diluido com
agua destilada até a concentracao de 30% para as sementes e 20% para o endocarpo.

O teste de germinacao de sementes de alface foi conduzido em BOD a 20 °C,
com 4 repeticoes de 50 sementes, em substrato papel Filtro, que foi umedecido com
2,5 vezes 0 peso do papel com os extratos. Foram também instalados testes de
germinacdo de sementes de alface em substratos umedecidos com agua destilada
(Testemunha-agua) e com DMSO (Testemunha-DMSO). A primeira contagem da
germinacao foi realizada aos 4 dias, e a contagem final aos 7 dias ap0s o inicio do

teste, conforme Brasil (2009a). Para a determinagdo do indice de velocidade de
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germinacao, foi avaliada a germinacao diariamente, até a contagem final, e o valor foi

obtido utilizando a formula de Maguire (1962):

IVG = (G1/N1) + (G2/N2) + (G3/N3) + -+ (Gn/Nn)

Onde: G1, G2, G3,...,Gn: Namero de plantulas verificadas no dia da contagem; N1, N2, N3,...,Nn:
NUmero de dias apés a semeadura em que foi realizada a contagem.

A deteccdo de compostos fendlicos foi realizada a partir de andlise
histoquimica, por meio de inclusédo dos pirénios em resina (conforme descrito no item
anterior para lignina e suberina) e reacédo com cloreto férrico (JOHANSEN, 1940).

A quantificacdo de compostos fendlicos foi realizada a partir de sementes
(tegumento, endosperma e embridao) e endocarpo. As amostras foram maceradas em
almofariz de porcelana, utilizando como solucdo extratora metanol e agua (1:1). A
solucéo foi filtrada e foi determinado o conteudo total de compostos fendlicos em
espectrofotometro, com absorbancia de 760 nm. O reagente de Folin-Ciocalteau foi
utilizado para a reacdo de coloracdo. Os dados foram expressos em mg de
equivalente de &cido galico por grama. Para determinar o conteudo total de compostos
fendlicos foi construida uma curva de calibrac&o de acido galico (curva padréo) (Figura
12).

Figura 12 - Curva padréo de &cido galico.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2018.
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c) Dorméncia morfoldgica - Analise morfolégica dos embrides

Foram utilizadas quatro repeti¢cdes de 100 pirénios, que foram imersos em agua
por 24 horas, e posteriormente seccionados longitudinalmente, para avaliacdo do
desenvolvimento dos embrides. As avaliacbes foram realizadas em
estereomicroscopio Stemi-305 com zoom de até 60x.

Os embrides foram classificados considerando os estadios: a) globular: quando
0 embrido € composto por uma massa de células, ndo sendo possivel identificar os
primérdios cotiledonares; b) coracdo, € possivel visualizar os primordios
cotiledonares, onde o formato lembra um coracdo (ocupa aproximadamente 10% do
comprimento da semente); c) pés coracao, os cotilédones ja estdo maiores (ocupa
aproximadamente 15% do comprimento da semente); d) torpedo, os cotilédones estao
diferenciados (ocupa aproximadamente 20% do comprimento total) e; e) maduro, 0
embrido esta desenvolvido e completamente diferenciado (ocupa aproximadamente
40% do comprimento da semente).

Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente

casualizado. Para comparacao das médias entre tratamentos, utilizou-se o teste de
Tukey 5% de probabilidade, utilizando o software Assistat (SILVA; AZEVEDO, 2016).

4.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O teor de agua dos pirénios estava em 8,7%, semelhante ao observado em
outros trabalhos com a espécie (MEDEIROS; SILVA, 2001; MENEGUETI et al., 2004).

Durante o experimento relacionado a dorméncia fisica, foi verificado um
aumento da massa dos pirénios expostos ao substrato umedecido, provavelmente
devido a absorcdo de agua. Durante toda a avaliacdo, os pirénios aumentaram a
massa em 0,3 g em relagcdo ao peso inicial; sendo que nas primeiras 24 horas, a
massa foi aumentada em 78 % (Figura 13).

Apesar de ser verificada a absorcdo em agua, foi observado, nos pirénios
integros condicionados a hidratacdo em azul de metileno, que ela esta relacionada
apenas a entrada de agua no endocarpo (Figura 14). A absor¢cao de agua em azul de
metileno foi realizada no periodo de 48 horas devido aos resultados observados na

curva de hidratacdo (aumento da massa anterior a esse periodo).
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Figura 13 - Curva de hidratacdo de pirénios de llex paraguariensis A. St. Hil. baseada
no ganho de massa (g) ao longo do tempo (h). (a) Curva de hidratacdo nas
primeiras 5 horas; (b) Curva de hidratacdo em 600 horas.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2018.
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Figura 14 - Pirénios de llex paraguariensis A. St. Hil. apds imersédo em solucéo de azul
de metileno a 1% por 48 horas. A barra representa 1 mm.

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

Em estudos realizados com |. latifolia e I. ronduta, onde os pirénios foram
imersos em agua destilada e azul de metileno (1%) por 48 horas, foi verificada
coloracdo apenas no endocarpo e no tegumento, ndo colorindo o endosperma e
embrido (TEZUKA et al.,, 2013), resultados semelhantes ao observados nesse
trabalho. Nos pirénios que foram escarificados com lixa (Figura 15), observou-se a

entrada do corante no endosperma e embrido, apos as 48 horas de embebicao.
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Figura 15 - Pirénios lixados de llex paraguariensis A. St. Hil. apos imersdo em solucéo
de azul de metileno a 1% por 48 horas. A seta vermelha indica o local
escarificado. A barra representa 1 mm.

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

A dorméncia fisica em pirénios de I|. paraguariensis também foi observada por
Grigoletti Junior et al. (1999). O tecido de revestimento das sementes, formado por
endocarpo e/ou tegumentos, pode ser um fator que ocasiona a dorméncia,
denominada de dorméncia fisica (BASKIN; BASKIN, 2004). O tegumento protege o
embrido, além de regular a absor¢cédo de agua e oxigénio (ZENG et al., 2004), porém
o revestimento pode inferir dorméncia por impedir a passagem de &gua
(DEBEAUJON; LEON- KLOOSTERZIEL; KOORNEEF, 2000) e as trocas gasosas ou
ainda restringir mecanicamente a saida da radicula (BEWLEY, 1997). Estudos
realizados por Dolce; Mroginski; Rey (2010), em pirénios de |. paraguariensis,
demonstraram que a germinacgao so foi possivel apos os pirénios serem seccionados.

A partir de cortes anatdmicos pode-se observar a presenca de lignina, na forma
de uma camada de esclerénquima, junto ao envoltério da semente (endocarpo e

tegumento) de I. paraguariensis (Figura 16).
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Figura 16 — Presenca de lignina em pirénios de llex paraguariensis A. St. Hil. A barra
representa 0,5 mm.

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.
Onde: EN: Endosperma; LI: Lignina; EC: Endocarpo.

A dorméncia fisica pode ser ocasionada pela presenca de cuticula serosa,
suberina, lignina, tecido palicadico, cutina e mucilagens no tegumento e/ou pericarpo
(PEREZ, 2004). Nos testes histoquimicos, utilizando o reagente Sudam lIl, foi possivel
identificar uma camada de &cidos graxos no endosperma, préxima ao tegumento
(Figura 17).

O acumulo de suberina forma um revestimento, uma barreira que evita a
entrada de dgua (NAWRATH, 2002). A suberina € composta por dois tipos distintos
de poliésteres insollveis de acido graxo e glicerol (SPURNY, 1964). Evidéncias
genéticas mostram que a deposicdo de suberina controla a permeabilidade da
semente (BEISSON et al., 2007). A camada de suberina foi também identificada em |I.
opaca junto ao endosperma seguido pela camada de lignina e substancias pécticas
presentes no tegumento e endocarpo (IVES, 1923), como verificado em I.

paraguariensis neste trabalho.
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Figura 17 — Presenca de compostos lipofilicos em sementes de llex paraguariensis A.
St. Hil. A barra representa 0,5 mm.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2018.
Onde: EN: Endosperma; SU: Suberina; EC: Endocarpo.

No entanto, a barreira fisica imposta pelo tegumento parece ndo ser o Unico
obstaculo do processo germinativo de sementes de |. paraguariensis, uma vez que no
teste de germinacdo de sementes de alface com o extrato hidroalcéolico, tanto de
sementes quanto do endocarpo, ndo ocorreu a germinacao, indicando a presenca de
inibidores quimicos (Tabela 4). No extrato aquoso, houve germinacdo, porém, lenta
comparada com a testemunha, diferindo estatisticamente tanto para IVG, como para
Primeira Contagem de Germinacdo. Um fator a ser considerado € que ocorre maior
solubilidade do(s) inibidor(es) em &lcool, o que pode ser utilizado para futura
identificacdo desse(s) inibidor(es). Salienta-se que houve 98% de germinacao dos
pirénios de alface em substrato umedecido com o extrator (DMSO), indicando que o

mesmo nédo influéncia nos resultados.
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Tabela 4 - Germinacg&o (%) e indice de Velocidade de Germinacgéo (IVG) de Lactuca
sativa (alface), com extratos: aquoso 15% de sementes (tegumento,
endosperma e embrido) e 20% de endocarpo hidroalcéolico, 15% de
sementes (tegumento, endosperma e embridao) e 20% de endocarpo de llex
paraguariensis A. St. Hil.

12 Contagem Contagem Final

TRATAMENTO (4 dias) (%) (7 dias) (%) VG
Testemunha- DMSO 98 a 98 a 11,19 a
Ext. hidroalcodlico- Semente (15%) Ob Ob -
Ext. hidroalcodlico- Endocarpo (20%) Ob Ob -
Testemunha- Agua 99 a 100 a 12,17 a
Ext. aquoso- Semente (30%) 68 b 83 b 6,25 ¢
Ext. aquoso- Endocarpo (20%) 90 b 95a 8,87 b

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.
Médias seguidas por letras distintas nas colunas diferem entre si em nivel de significancia de 5%.

As sementes de alface séo utilizadas para examinar a alelopatia devido a sua
sensibilidade aos metabdlitos secundéarios que funcionam como aleloquimicos
(FERREIRA; AQUILA, 2000). Os compostos alelopaticos podem afetar processos, tais
como a germinacdo das sementes e o crescimento das plantulas, a assimilacdo de
nutrientes, a fotossintese, a respiracao, a sintese de proteina, a atividade de enzimas
e a perda de nutrientes pelos efeitos na permeabilidade da membrana celular
(DURIGAN; ALMEIDA, 1993).

Em pirénios do mesmo género llex, Tezuka et al. (2013) verificaram a presenca
de inibidores no endosperma, tegumento e/ou endocarpo, pois embrides isolados
germinaram 100% em 8 semanas de incubacéo, afirmando os resultados obtidos
neste trabalho.

A presenca de inibidores do processo de germinacao condiciona a ocorréncia
de dorméncia do tipo fisiolégica. A dorméncia fisioldégica tem sido relacionada aos
fitormbnios, em especial ao &cido absisico (ABA), ou a produtos de metabolismo
secundarios, tais como terpenos e compostos fendlicos (TAIZ; ZEIGER, 2013). Os
compostos fendlicos podem influenciar no processo germinativo, uma vez que
representam um obstaculo a difusdo de gases, tendo como funcéo proteger contra o
vazamento de solutos, dano por embebicdo e estresse oxidativo (DEBEAUJON;
LEON- KLOOSTERZIEL; KOORNEEF, 2000; MARCOS FILHO, 2015). Estes sd0 um

grupo de compostos secundarios, muito heterogéneos quimicamente, provenientes
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das rotas do acido chiquimico e acido malénico e com solubilidade variavel de acordo
com o composto (TAIZ; ZEIGER, 2013).

Em sementes |. paraguariensis, na quantificacao, foi verificada a presenca de
fendis, tanto no endocarpo como na semente (tegumento, endosperma e embrido),
sendo a maior quantidade presente no endocarpo comparada com a semente (Figura

18). No entanto, ndo houve reacédo ao cloreto férrico.

Figura 18 - Quantificacdo de compostos fendlicos no endocarpo e semente
(tegumento, endosperma e embrido) de llex paraguariensis A. St. Hil.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

Em sementes florestais de Piptadenia macrocarpa Benth, Joannesia princeps
Vell. e Dalbergia nigra Vell., houve variacdo de 0,329 a 1,342 mg.g* de fendis nos
tegumentos, e de 0,016 a 0,495 mg.g! nos embrides das sementes, indicando
também menor concentracdo destes compostos nos tecidos internos das sementes
(MACIEL; BORGES; BORGES, 1992). Com os bioensaios ficou evidente a presenca
de inibidores da germinacdo; mas, para a identificacdo dos mesmos sdo necessarios
mais estudos.

Além da barreira fisica imposta pelo tegumento e inibidores da germinacao
presentes no endocarpo e na semente, verificou-se na avaliagdo morfologica, que em
55,5% dos pirénios, os embrides encontravam-se no estadio globular ou coracao
(Figura 19), ndo sendo visualizados os embrides nos demais (44,5%). Os estadios de
desenvolvimento, predominantes, de embrides de |. paraguariensis, descritos na
literatura, vdo de globular a pos-coracdo (NIKLAS, 1987; FOWLER; STURION;
ZUFFELLATO-RIBAS, 2007).
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Figura 19 - Sementes de llex paraguariensis A. St. Hil. seccionadas longitudinalmente
com embrides nos estadios globular (A) e coragdo (B). A barra representa
0,5 mm.

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

A imaturidade dos embrides foi igualmente relatada em outras espécies de llex
(HU; ROGALSKI; WARD, 1979; TSANG; CORLETT, 2005; CHIEN et al.,, 2011)
podendo ser um fendmeno comum para 0 género. Estudando a germinacdo de
embrides imaturos de |. paraguariensis in vitro, de frutos de diferentes estagios de
maturacao, Ferreira et al. (1991) relataram que houve interrupcao do crescimento de
embrides no estadio conhecido como coracdo, quando os frutos estavam maduros,
podendo ser consequéncia da presenca de inibidores no endosperma e possivelmente
nos proprios embrides. Por outro lado, Dolce; Mroginski; Rey (2010) relataram que
nao houve diferenca significativa entre porcentagens de germinacdo de embrides
excisados e de pirénios seccionados, sugerindo que o endosperma nao inibe o
desenvolvimento ou germinacgéo de embrides.

Acredita-se que as diferentes causas da dorméncia no mesmo pirénio se
complementam, pois a fisica dificulta trocas gasosas, impedindo a liberacdo e
assimilacdo dos inibidores, que, por sua vez, dificultam o desenvolvimento do

embrido.
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4.5 CONCLUSAO

Sementes de llex paraguariensis possuem dorméncia combinada: fisica (n&o
absorcdo em agua), morfolégica (devido a embrido subdesenvolvido) e ha indicios de

fisiolégica (presenca de inibidores), sendo recomendado a investigar o agente inibidor.
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5 CAPITULO IV - TEMPERATURA, ESCARIFICACAO MECANICA E ACIDO
GIBERELICO NA SUPERACAO DA DORMENCIA E GERMINACAO DE PIRENIOS
DE llex paraguariensis A. St. Hil.

5.1 RESUMO

Objetivou-se determinar os efeitos da temperatura, da escarificacdo mecanica e do
acido giberélico (GA3) na superacdo de dorméncia e na germinacdo de sementes de
I. paraguariensis. Pirénios de dois lotes foram pré-selecionados por meio de analise
radiografica, sendo submetidos aos experimentos apenas aqueles considerados
cheios. Foram conduzidos dois experimentos: 1- Diferentes temperaturas (constantes:
5, 10, 15, 20, 25, 30 e 35 °C, e alternadas: 5/15, 10/20, 10/25, 15/25, 20/30 e 10/35
°C) e escarificagdo mecéanica com lixa e; 2- Diferentes temperaturas (5, 5/15, 10/20,
10/25, 15/25 e 20/30 °C) e diferentes dosagens de acido giberélico (Testemunha, 360
UM, 720 pM e 3600 pM). No experimento 1, ndo houve germinag&do nos pirénios
escarificados. Nos pirénios intactos, foi verificada germinacao apenas na temperatura
10/20 °C para o lote de ljui, e 10/25 °C para o lote de Chapecé e nas temperaturas de
15/25 e 20/30 °C para ambos os lotes. Em temperaturas constantes, a partir de 25 °C,
e alternada de 10/35 °C, foi registrado o maior numero de pirénios danificados. No
experimento 2, o tratamento que possibilitou dados numéricos superiores de
germinacao foi em temperatura de 20/30 °C e 260 uM de acido giberélico (26%). Para
a superacdo da dorméncia e germinacao recomenda-se a temperatura alternada de
20/30 °C e o uso do acido giberélico na dosagem de 260 uM.

Palavras-chave: Erva-mate; giberelina; lixa.

5.2 INTRODUCAO

A erva-mate (llex paraguariensis St. Hil.) ocorre naturalmente em ecossistemas
associados ao bioma Mata Atlantica, e € uma das espécies arbdreas nativas de maior
importancia econémica na regiao Sul do Brasil (GERHARDT, 2013), sendo as folhas
comercializadas e consumidas principalmente na forma de ch& (cha-mate). No Brasil,
geralmente o cultivo de erva-mate € realizado em solos &cidos e de baixa fertilidade
natural (SANTIN et al., 2013; OLIVA et al., 2014).

llex € um género da familia Aquifoliaceae cujas sementes (pirénios) sao
conhecidas por possuir embrido basal, relativamente pequeno, quando maduro ocupa
de 1/3 a 1/2 da porcéo inferior da semente; rudimentar, ndo desenvolvido, porém
diferenciado (MARTIN, 1946; BASKIN; BASKIN, 2004; BRASIL, 2009b).

Os pirénios de |. paraguariensis possuem germinacao lenta e desuniforme

devido a presenca de dorméncia, que é descrita como morfolégica (NIKLAS, 1987;
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HEUSER, 1990; SANSBERRO et al., 1998; FOWLER; BIANCHETTI, 2000;
MENEGUETI et al., 2004), morfofisioldgica (CUQUEL; CARVALHO; CHAMMA, 1994;
GALINDEZ et al., 2018), e fisica (MEDEIROS, 1998), 0o que torna necessaria a
utilizacdo de mais de um método para a sua superacao.

Para a superacdo da dorméncia de pirénios de |. paraguariensis, €
recomendada a estratificacdo entre areia, pelo periodo de 6 meses (ZANON, 1988),
porém o tempo da superacdo da dorméncia e germinacdo € de aproximadamente 365
dias (BRASIL, 2009a), e com germinacao lenta e desuniforme. Estudos para a
superacdo da dorméncia e germinacdo das sementes, com maior eficiéncia e em
tempo reduzido, sdo necessarios.

Em geral, para a estratificagdo dos pirénios séo utilizadas temperaturas mais
altas ou mais baixas, ou ambas de forma alternada. Ja para a germinacdo, as
temperaturas sdo mais amenas, frequentemente em torno de 20 a 30 °C, para
espécies da Mata Atlantica (BRANCALION et al., 2010). A temperatura € um dos
fatores que influencia a germinagéo das sementes, determinando a capacidade e a
velocidade de germinagédo (BEWLEY; BLACK, 1994).

Além da estratificacdo, outros métodos sdo utilizados para a superacdo da
dorméncia, como a escarificacdo mecanica, frequentemente utilizada para espécies
florestais (HERMANSEN; DURYEA; WHITE, 2000) e o uso de produtos quimicos,
como o acido giberélico.

As giberelinas (GAs) controlam vérios aspectos do desenvolvimento das
plantas, incluindo-se a germinacédo, e desenvolvimento das plantulas, além de
estarem envolvidas na superacdo da dorméncia (BEWLEY; BLACK, 1994; DAVIES,
1995). As GAs séo importantes para estimular a acdo de enzimas, acelerando a
germinacgdo por meio do enfraquecimento dos tecidos em torno do embrido, além de
atuar na hidrodlise dos tecidos de reserva para o fornecimento de energia ao embrido
(METIVIER, 1986; GROOT; KARSSEN, 1987).

Objetivou-se determinar os efeitos da temperatura, da escarificacdo mecanica
e do acido giberélico (GAs) na superacao de dorméncia e germinacao de sementes

de I. paraguariensis.
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5.3 MATERIAL E METODOS

Frutos maduros, com coloracdo roxa escura (cor 2,5/1 F: 5Y da Tabela de
Munsell) de |. paraguariensis foram colhidos no més de abril de 2017, sob telas
instaladas abaixo das matrizes, nos municipios de ljui, RS e Chapecd, SC. A
temperatura maxima média, no periodo de 2015 a 2017, para ambos os locais, foi de

25 °C e minima de 15 °C (Figura 20).

Figura 20 - Dados climaticos (precipitacdo total, temperatura maxima e minima)
médios, dos anos 2015 a 2017, mensais dos municipios de Chapeco, SC e
ljui, RS.
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Fonte: Elaborada pela autora com dados do Climate, 2018.

ApoOs a colheita, os pirénios foram extraidos, com auxilio de peneira e agua
corrente, beneficiados com uso de soprador para retirada de impurezas e utilizados
nas analises.

Inicialmente, foi determinado o teor de agua através método da estufa a 105 +3
°C, por 24 h, de acordo com as Regras para Andlise de Sementes (BRASIL, 2009a).
Os experimentos foram conduzidos no Departamento de Conservacédo de Sementes,
Millenium Seed Bank, Royal Botanic Gardens, Kew.

Os pirénios de |. paraguariensis foram pré-selecionados por meio de analise
radiografica (Raios X digital, Ultra Focus FAXTRON), sendo submetidos aos
experimentos apenas aqueles considerados cheios.

Foram conduzidos dois experimentos, um com o intuito de avaliar temperaturas
e escarificacdo mecanica na germinacdo dos pirénios e outro temperaturas e acido

giberélico.
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EXPERIMENTO 1 — Temperaturas e escarificacdo mecanica

Pirénios, dos dois lotes, escarificados com o uso de lixa até o rompimento do
tegumento e pirénios intactos foram submetidas & germinagdo em BODs com
fotoperiodo de 12 h, em temperaturas constantes de: 5, 10, 15, 20, 25,30 e 35 °C, e
alternadas (12h/12h) de: 5/15, 10/20, 10/25, 15/25, 20/30 e 10/35 °C.

Os pirénios foram dispostos em placas de Petri em quatro repeticdes de 25
pirénios, em substrato &gar 1%. A contagem da germinacdo foi realizada
mensalmente no periodo de 10 meses, considerando-se pirénio germinado quando a
radicula atingiu 2 mm de comprimento. Para a avaliacdo do aspecto dos tecidos
(andlise fisica), nos primeiros 5 meses, foram retirados 5 pirénios ndo germinados,
por més, de cada repeticdo, os quais foram secos por 30 minutos em temperatura
ambiente e submetidos ao teste de raios X no equipamento Ultra Focus FAXTRON.
Os pirénios foram classificados em cheios e danificados. Além disso, foi realizada a

analise visual, por meio do corte dos pirénios.

EXPERIMENTO 2 — Temperaturas e &cido giberélico

Pirénios do lote de Chapecd, SC, foram dispostos em placas de Petri (25
pirénios/placa) em 4 repeticdes. O substrato utilizado foi agar com diferentes
concentragcdes de GAs (Testemunha, 360 puM, 720uM e 3600uM). Os pirénios foram
incubados em BODs com fotoperiodo de 12 horas nas seguintes temperaturas: 5,
5/15, 10/20, 10/25, 15/25 e 20/30 °C. A contagem da germinacao foi realizada
mensalmente no periodo de 10 meses, considerou-se pirénio germinado quando a
radicula atingiu 2 mm.

A anadlise estatistica realizada, foi por métodos ndo paramétricos. Para
comparacao utilizou-se o teste de Truskal-Wallis com 5% de probabilidade, utilizando
o software Assistat (SILVA; AZEVEDO, 2016).

5.4 RESULTADOS E DISCUSSAO
O teor de agua dos pirénios foi de 6,5 % para o lote de Chapeco e 6,6 % para

o lote de ljui. Esses resultados sdo semelhantes ao observado em outros trabalhos
com a espeécie (MEDEIROS; SILVA, 2001; MENEGUETI et al., 2004).
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EXPERIMENTO 1 — Temperaturas e escarificacdo mecanica

Independente da temperatura de incubacdo, ndo houve germinacdo nos
pirénios escarificados. O mesmo foi observado nas temperaturas constantes. Nas
temperaturas alternadas houve germinacédo em 10/20 °C apenas para o lote de ljui,
10/25 °C para o lote de Chapeco e nas temperaturas de 15/25 e 20/30 °C para ambos

os lotes (Figura 2).

Figura 21 - Germinacao (%) de pirénios intactos de llex paraguariensis A. St. Hil. dos
lotes de ljui e Chapecd, no periodo de 300 dias incubados em diferentes

temperaturas.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

O maximo de germinacao (protusdo da radicula) foi de 7% para o lote de ljui, e
8% para o lote de Chapeco, na temperatura alternada de 20/30 °C. Porém, esta
temperatura, comparada com as demais, demonstrou menor quantidade de pirénios
aptos fisicamente para a germinacdo (Figura 22), acredita-se ser devido a alta
temperatura, que aumenta o metabolismo das sementes promovendo a germinacéo
ou a morte das mesmas. Temperaturas elevadas podem causar danos as sementes
de determinadas espécies, levando, por exemplo, a alteracfes enziméticas, reduzindo
a quantidade de aminoacidos livres e modificando a velocidade de reacdes
metabolicas (BRADFORD; NONOGAKI, 2007; MARCOS FILHO, 2015). Em relacao
ao indice de velocidade de germinacao (IVG) ndo houve diferenca estatistica entre as

temperaturas.
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Figura 22 - Pirénios cheios (%) intactos ou escarificados de llex paraguariensis A. St.
Hil., condicionados a diferentes temperaturas, e avaliados por meio do teste
de raios X. Nos graficos de radar, a linha externa representa 100%, e o

ponto interno 0%.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2018.
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Em temperaturas muito elevadas, em relacdo aquelas que a semente da

espécie tolera, a energia contida nas células ou sistemas de membranas celulares da

semente pode ficar cada vez menos favoravel ao crescimento do embrido, até atingir

a temperatura maxima em que toda a energia € dissipada, ocorrendo nesse ponto

processos como a desnaturacdo de proteinas, limitando a germinagédo (CASSARO-

SILVA, 2001). Conforme foi constatado neste trabalho, em temperaturas constantes a
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partir de 25 °C e alternada de 10/35 °C foram registrados os maiores numeros de
pirénios com endosperma escurecido ou liquidificado.

No entanto, temperaturas mais altas, que a temperatura ideal, auxiliam na
reducéo da dorméncia fisica (BASKIN, 2003) e fisiologica (IGLESIAS-FERNANDEZ;
RODRIGUEZ-GACIO; MATILLA, 2011). No ambiente natural, as sementes sofrem
fortemente com mudancas diarias de temperatura e umidade, principalmente quando
estdo na parte superior do solo (BENEVUTI; MACCHIA; MIELE, 2001; MERRITT et
al., 2007; SAATKAMP et al., 2011).

Normalmente, a temperatura de germinacéo esta relacionada aquela da regiao
de origem geografica da espécie, considerando a época favoravel para a germinacao
(ANDRADE et al., 2000). Dessa forma, existem espécies cujo processo germinativo é
favorecido por alternancia de temperatura (SANTOS; AGUIAR, 2005; LOPES;
SOARES, 2006). Para ambos os lotes, apds o periodo de disperséo dos pirénios, ha
uma reducao na temperatura, e em torno de 6 meses apds, registra-se a temperatura,
aproximada, de 20/30 °C pelo periodo de até 5 meses, favorecendo, possivelmente,
a germinacdo dos pirénios. E importante destacar que as temperaturas alternadas
abaixo de 10/25 °C e constantes abaixo de 20 °C ndo contribuiram para o
escurecimento ou liquidificacdo do endosperma. As temperaturas mais baixas,
possivelmente, reduziram o metabolismo dos pirénios, mantendo-os aptos para a
germinacao.

A temperatura € um dos fatores ambientais que exerce influéncia sobre a
germinacao, atuando na embebicdo de agua pela semente, assim como nas reacdes
bioquimicas que regulam o metabolismo envolvido nesse processo (CASTRO;
BRADFORD; HILHORST, 2004). E possivel afirmar que a germinagdo somente
ocorrera dentro de determinados limites de temperatura, nos quais 0 processo ocorre
com maxima eficiéncia (OSIPl; NAKAGAWA, 2005).

Na andlise radiografica, foram observados pirénios cheios (com endosperma
visivelmente claro) e danificados (com endosperma escuro ou quando o endosperma
estava liquidificado) (Figura 23). E importante salientar que todos os pirénios estavam

cheios no inicio dos experimentos, pois foram pré-selecionados no teste de raios X.
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Figura 23 - Classificacdo dos pirénios de llex paraguariensis A. St. Hil., com o uso de
raios X. Figura A: pirénio cheio; Figuras B e C: pirénios deteriorados com
endospermas escurecidos; Figura D: pirénio deteriorado com endosperma
liquidificado.

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

Por meio do corte dos pirénios, foi verificado que aqueles considerados cheios,
possuiam aparéncia vitrea, ou seja, consisténcia rigida, ao contrario daqueles
considerados deteriorados com endosperma liquidificado. Uma das possiveis causas
para a ocorréncia de endosperma liquidificado é a elevacdo da temperatura,
ocasionando maior atividade celular, levando a deterioracdo da semente (MARCOS-
FILHO, 2015). Os pirénios deteriorados, com interior escurecido, apresentaram

endosperma com aspecto farinaceo e foram considerados como mortos.

EXPERIMENTO 2 — Temperaturas e &cido giberélico
O tratamento que possibilitou dados numéricos superiores de germinacao foi
temperatura de 20/30 °C, e concentracdo de 260 uM de &cido giberélico (Tabela 5),

confirmando os resultados de temperatura obtidos no Experimento 1.
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Tabela 5 — Germinacéao final (%) apdés 10 meses, de pirénios de llex paraguariensis A.
St. Hil., submetidos a diferentes temperaturas e concentracdes de acido
giberélico (GA3).

ACIDO GIBERELICO

TEMPERATURAS Controle (O uM) 260 uM 720 pM 2600 pM
5°C 0 Aa 0 Ba 0 Aa 0 Ba
5/15 °C 0 Aa 0 Ba 0 Aa 0 Ba

10/20 °C 0 Aa 3 ABa 4 Aa 6 ABa

10/25 °C 1 Aa 8 ABa 6 Aa 4 ABa

15/25 °C 7 Aa 9 ABa 1 Aa 15 Aa

20/30 °C 6 Ab 26 Aa 15 Aab 15 Aab

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.
Letras mailsculas comparam as colunas, letras minldsculas comparam as linhas, no teste Truskal-
Wallis a nivel de 5%.

Na temperatura de 20/30 °C, a germinacéo teve inicio a partir de 60 dias na
concentracéo de 720 uM de GAs; aos 120 dias na concentracdo de O e; aos 150 dias
na concentracao de 2600 uM. Ja na temperatura de 10/25 °C, a germinacao iniciou
aos 150 dias (Figura 24). Os regimes de temperaturas alternadas podem estar
relacionados a alteracdo no balanco de substancias promotoras e inibidoras da
germinacdo (VAZQUEZ-YANES; OROZCO-SEGOVIA, 1993; BEWLEY; BLACK,
1994; OROZCO-SEGOVIA et al.,, 2007; MARCOS- FILHO, 2015), desta forma se
tornando eficiente para a superacdo de dorméncia e germinacao dos pirénios de 1.
paraguariensis.

Houve diferenca estatistica referente a concentracdo de GAs aplicada,
demonstrando eficiéncia na aplicacdo comparando com a testemunha. A dosagem de
720 e 2600 yuM promoveram o inicio da germinacdo em menor tempo, porém o
tratamento com 260 UM promoveu a germinagdo em maior porcentagem ao longo do

tempo.
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Figura 24 - Germinacéo (%), no periodo de 300 dias, de pirénios de llex paraguariensis
A. St. Hil. submetidos a diferentes temperaturas e dosagens de &cido
giberélico (GA3)
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Fonte: Elaborada pela autora, 2018.
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Em estudos com |. maximowicziana, foram testadas trés dosagens de
giberelina (26, 260, e 2600 uM), onde a aplicacdo de 2600 UM promoveu a germinacao
de aproximadamente 90% aos 60 dias, 260 uM aproximadamente 75%, enquanto a
germinagdo com agua alcangou aproximadamente 50% e no final do experimento ndo
houve diferenca estatistica entre os tratamentos (CHIEN et al., 2011), similar ao
comportamento de |. paraguariensis, onde as concentracfes maiores foram mais
eficientes, pois na concentracdo de 720 uM, a germinagéo ocorreu 90 dias antes do
tratamento com dosagem de 260 pM, porém na dosagem mais baixa, ao final dos 300
dias, houve maior porcentagem de germinacao.

A aplicacao de giberelinas exdgenas podem superar a dorméncia fisiolégica e
promover a germinagdo de sementes de angiospermas e gimnospermas (BEWLEY;
BLACK, 1994; BASKIN; BASKIN, 2014). As giberelinas GA1, GAs, GA4, e GA7, que
sdo ativadores biologicos, podem encurtar o tempo desde a semeadura até a
germinacao de sementes dormentes e, assim, o tempo necessario para a producao
de mudas (BASKIN; BASKIN, 2014).

A partir dos dados obtidos, observou-se que a aplicacdo de acido giberélico foi
eficiente, porém recomendam-se estudos com a aplicacdo desse produto com
concentracdes entre 260 e 720 uM e aumento gradativo da temperatura até 20/30 °C,

0 gque possivelmente permitira a reducao da mortalidade dos pirénios.

5.5 CONCLUSAO

Para a superacdo da dorméncia e germinagdo recomenda-se a temperatura

alternada de 20/30 °C e uso do acido giberélico na dosagem de 260 puM.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Com esse trabalho, foi verificado que além da dorméncia, a presenca de
sementes vazias e deterioradas € causa da baixa germinacédo de llex paraguariensis,
0 que justifica estudos referentes a polinizacéo.

Foi possivel a descricdo das classes de desenvolvimento dos embrifes, a
relacdo do tamanho do embrido com o da semente, além da comprovagcdo da
dorméncia combinada.

Sugerem-se estudos relacionados a identificacdo dos inibidores da
germinacdo, métodos para a superacdo da dorméncia e germinacdo, por meio do
aumento gradativo da temperatura e uso de diferentes concentracdes de acido
giberélico.
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