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RESUMO

NERY, Marcela Carlota. Aspectos morfofisiologicos do desenvolvimento de
sementes de Tabebuia serratifolia. 2005. 95 p. Dissertacdo (Mestrado em
Agronomia/ Fitotecnia) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.'

7

Tabebuia serratifolia, conhecida vulgarmente por ipé-amarelo, é utilizada no
reflorestamento de 4dreas degradadas. No entanto, devido a sua exploracio
indevida, encontra-se em extingdo, apesar de protegida por lei para preservacio
permanente no estado de Minas Gerais. Nesta pesquisa foram invetigadas as
alteracdes morfofisiolégicas de sementes de ipé-amarelo ao longo do
desenvolvimento, para fins de conservacao da espécie. Os frutos foram coletados
a partir da antese, em sete estddios de desenvolvimento, em drvores localizadas
na regido de Lavras,MG. Em cada coleta, as sementes foram submetidas as
andlises radiograficas e microscdpicas, avaliando-se as coloragdes e tamanho, o
grau de umidade e matéria seca dos frutos e sementes, a germinagdo em meios
MS, WPM e substrato areia, o indice de velocidade de germinacdo (IVG), bem
como os teores de agucares, polifendis e proteinas resistentes ao calor. Durante o
desenvolvimento, os frutos que inicialmente eram verdes passaram para
amarronzados e o comprimento de 7,0 para 18,0cm, apresentando fendas e
iniciando a dispersdo de suas sementes. As sementes tiveram sua cor variando de
verde-folha a amarronzado e comprimento de 1,0 a 3,0cm. As alteragdes iniciais
indicativas da maturidade fisioldgica de sementes de ipé-amarelo ocorreram a
partir dos 39 dias apds a antese, quando ocorreram variagdes na coloragdo, no
tamanho de frutos e sementes e na visualizacdo das estruturas internas, além de
aumento no teor de 4gua, matéria seca e porcentagem de germinacdo de
sementes e embrides e ainda, reducdo dos agucares redutores e das proteinas
resistentes ao calor. A maturidade fisioldgica das sementes de Tabebuia
serratifolia é alcancada aos 53 dias ap6s a antese, coincidindo com o acimulo
méaximo de matéria seca, germinagdo e indice de velocidade de germinagio,
além de decrescimo no teor de polifendis e maior intensidade de bandas de
proteinas resistentes ao calor e inicio da abertura dos frutos.

Comité Orientador: Dr’. Maria Laene Moreira de Carvalho — UFLA
(Orientador); Dr. Antonio Claudio Davide — UFLA; Dr. Renato Mendes
Guimarides — UFLA.



ABSTRACT

NERY, Marcela Carlota. Morphophysiological aspects development of
Tabebuia serratifolia Vahl Nich. seeds. 2005. 95 p. Dissertation (Master
degree in Crop Science) — Federal University of Lavras, Lavras, Minas
Gerais, Brazil."

Tabebuia serratifolia is considered a tree symbol of Brazil, named “yellow Ipé”
and it is used in the reforestation of the degraded areas. Although due to its
improper exploration it is in extinction, in spite of having protected by law for
its permanent preservation in the state of Minas Gerais. The objective of this
research was to evaluate the morphophysiological alterations of yellow ipé seeds
during the maturation process, aiming to preserve the specie. The fruits were
collected at anthesis and during seven development stages in trees located in
Lavras, MG. In each harvest, the radiographic and microscopic analysis were
made, evaluating the colorations and size; the moisture content and dry matter of
fruits and seeds; the germination in MS and WPM medium, and in sand
substrate; the index of germination speed (IVG); as well as the sugar level;
polyphenols concentration and LEA proteins. During the maturation process the
fruits that initially were green changed to brownish and the length altered 7,0 to
18,0cm, presenting rifts in the beginning of seed dispersal. The seed color varied
from leaf-green to brownish and the length from 1, 0 to 3,0cm. The initial
indicative alterations of physiological maturity of yellow ipé seeds started from
39 days after anthesis, when variations were observed in the coloration and size
of fruits and seeds, an increase in the water level, dry matter and percentage of
germination of seeds and embryos, besides reduction of the reducing sugars and
LEA proteins. The physiological maturity of the seeds of Tabebuia serratifolia
was reached at 53 days after anthesis, coinciding with the maximum
accumulation of dry matter, germination and index of germination speed,
besides the decrease in phenols levels and higher intensity bands of proteins
resistant to heating and the onset of fruit opening.

" Guidance Committee: Maria Laene Moreira de Carvalho — UFLA (Adviser),
Antonio Claudio Davide — UFLA; Renato Mendes Guimardes — UFLA.
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1 INTRODUCAO GERAL

A espécie Tabebuia serratifolia (Vahl) Nicholsoon Gomes ex DC.,
conhecida popularmente como ipé&-amarelo, foi escolhida arvore simbolo do
Brasil por apresentar flores amarelas, as quais lembram a bandeira nacional. E
uma planta utilizada na arborizagcdo urbana, além de ser indicada em trabalhos
de restauracdo de dreas degradadas e para fins medicinais.

De acordo com a Lei n° 9743, sancionada pelo Governador do Estado de
Minas Gerais em 15/12/1988, o ipé-amarelo é uma espécie protegida, de
preservacdo permanente e imune ao corte. Entretanto, as agressdes ao meio
ambiente, provocadas principalmente por fatores antrépicos, afetam
sobremaneira o ecossistema dessas plantas, levando a diminui¢do da populagdo
de arvores do género Tabebuia.

A propagacio do ipé-amarelo se d4, prioritariamente, por via sexuada.
No entanto, a germinacdo de suas sementes é extremamente varidvel, podendo
haver incrementos, seguidos de novos decréscimos e acréscimos ao longo do
desenvolvimento, maturagdo e armazenamento, acarretando perdas durante a
formacdo de viveiros florestais. O conhecimento do processo de
desenvolvimento de sementes tem grande importancia, pois é a forma de se
conhecer o comportamento das espécies no tocante a sua formagdo e produgao, o

que possibilita prever e estabelecer condi¢des adequadas de conservagao.

Estudos relativos as alteragdes morfofisiologicas que ocorrem durante a
formagdo das sementes como alteracdes de coloracdo, germinabilidade, teor de
dgua, acimulo de matéria seca ou de componentes quimicos sdao fundamentais
para a determinagdo de procedimentos relativos a colheita, conservagdo e

reproducdo das espécies. Dessa forma, foram investigadas nesta pesquisa as



alteracdes morfofisiolégicas ao longo do processo de desenvolvimento de

sementes de Tabebuia serratifolia.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Importancia e caracteristicas do ipé-amarelo

Tabebuia serratifolia (Vahl) Nicholson, também conhecida vulgarmente
como ipé-amarelo, pau-d’arco-amarelo, pidva-amarela, ipé&-ovo-de-macuco,
tamurd-tuira, ipé-pardo, ipé-do-cerrado e opa, ¢ uma espécie arbdrea pertencente
a familia Bignoniaceae (Lorenzi, 1992). Segundo Carvalho (1994), pode ser
encontrada na Bolivia, Colémbia, Equador, Guiana, Guiana Francesa, Peru,
Suriname, Trinidad & Tobago, Venezuela e em quase todo o territério brasileiro.
Arvore simbolo do Brasil, o ipé-amarelo apresenta considerdvel importincia
para o municipio de Lavras, MG, que é conhecida como a cidade dos ipés.

A espécie possui alto valor econdmico, ornamental e medicinal. Sua
madeira é pesada e resistente sob as mais diversas condi¢des, o que possibilita
sua utilizagdo em constru¢des pesadas e estruturas externas. Contém lapachol,
substincia com propriedades fungicidas em grande quantidade (Rizzini, 1971), é
febrifuga e também utilizada em emplastos cicatrizantes nas tdlceras provocadas
pela leishmaniose (Vidal-Tessier, 1988). Além disso, é requerida em programas
de recomposicdo vegetal de areas degradadas de preservacdo permanente.

Para Tabebuia serratifolia, as informagdes relativas as condicdes
climaticas ideais para propagacdo da espécie ndo s@o relatadas na literatura.
Entretanto, a espécie Tabebuia alba é encontrada em altitudes de 20 a 1.600m,
em regides com precipitagdo média anual de 1.000mm a 2.100mm, com verao
chuvoso e periodo de 3 a 5 meses de déficit hidrico, como ocorre na regido
central de Minas Gerais. Tolera temperaturas médias anuais de 14°C a 21°C,
sendo a temperatura do més mais frio de 10°C a 20°C e do més mais quente de
18°C a 26°C, em diversos tipos climdticos. J4 Tabebuia heptaphylla (ipé-roxo)

ocorre em altitudes de até 850m, sendo encontrada na regido central de Minas



Gerais; tolera precipitacdo de 1.000 a 1.900mm e temperaturas médias do més
mais frio de 13°C a 22°C e do més mais quente de 21°C a 30°C. Tabebuia
impetigionosa, conhecida também como ipé-roxo, tem ocorréncia expressiva no
cerrado de Minas Gerais, em altitudes de 20 a 1.200m; tolera precipitacdo de
600mm a 2.000mm, e periodo de estresse hidrico até 3 meses na regiao Sudeste,
com temperatura média anual de 20°C a 28°C, do més mais frio de 16°C a 24°C e
do més mais quente de 23°C a 30°C (Carvalho, 1994).

A éarvore atinge, em média, 8 a 20 metros de altura, sendo suas folhas
compostas, opostas distintas, com 5 a 7 foliolos elipticos lanceolados, glabros ou
pubescentes, com dpice pontiagudo, base arredondada e margem serreada. E
uma planta decidua, helidfita, caracteristica da floresta pluvial densa, sendo
também largamente dispersa nas formacdes secunddrias, como capoeiras e
capoeirdes; porém, prefere solos bem drenados situados nas encostas (Lorenzi,
1992). E uma espécie de climax tolerante a sombra (Davide et al., 1995).

Sendo o ipé-amarelo uma 4rvore do tipo caducifdlia, sua folhagem é
renovada anualmente; as folhas caem no inverno e aparecem logo apds a
floracdo, no periodo de julho a outubro. Em auséncia de folhagem apresenta
macicas floragdes, sendo excelente para o paisagismo em geral (Rizzini, 1971).

Os frutos, do tipo siliqua, amadurecem de outubro a dezembro,
apresentando grande quantidade de sementes (Lorenzi, 1992). As sementes sdo
achatadas, levemente abauladas, oblongas, aladas, unitegumentadas, com uma
membrana revestindo o embrido. Externamente, distingue-se o corpo, que ocupa
a posicdo central e alas, que sdo uma expansdo, principalmente lateral, do
tegumento (Costa, 1995). Sdo compostas por 8,36% de carboidratos, 7,0% de
proteinas e 2,8% de lipideos (Freitas et al., 1979), germinando depois de 8 a 12
dias ap6s a semeadura (Rizzini, 1971). O embrido € reto, representado, em sua

maior parte, pelos cotilédones e estd revestido por uma membrana delgada. O



eixo hipocétilo-radicular ¢é cilindrico e pequeno, disposto mediana e
verticalmente entre os dois cotilédones (Costa, 1995).
Na Figura 1 observa-se o aspecto geral da planta, bem como suas

principais estruturas.

FIGURA 1. Aspecto geral da planta de Tabebuia serratifolia Vahl Nich. e seus

principais 6rgaos componentes (Lorenzi, 1992).



A propagacdo do ipé-amarelo € feita por sementes que, apesar de
produzidas em grande quantidade, apresentam problemas de germinagdo e
conservacdo. Gemaque (1999) observou flutuacdes na porcentagem de
germinacdo ao longo do armazenamento e Oliveira (2004) verificou que a
germinacdo era afetada pela quantidade de compostos fendlicos produzidos em
condicdes de estresse.

Niao existem na literatura muitos estudos envolvendo o processo de
desenvolvimento e maturagdo das sementes. Esses estudos podem elucidar

diversos aspectos relacionados a germinacdo e a conservacido de sementes de

ipé-amarelo.

2.2 Aspectos morfofisiologicos do desenvolvimento de sementes

Vérios trabalhos contribuiram significativamente para a evolugcdo dos
conceitos sobre desenvolvimento, maturagdo e maturidade de sementes (Marcos
Filho, 2005). Popiningis (1985) descreve que o desenvolvimento da semente
comeca com a fertilizagdo do 6vulo e termina quando ela atinge o méximo peso
seco na maturidade fisioldgica, para a maioria das espécies. Delouche (1971)
definiu maturacdo como um processo constituido por uma série de alteragdes
morfoldgicas, fisicas, fisioldgicas e bioquimicas que ocorrem a partir da
fecundacdo do 6vulo e prosseguem até o momento em que as sementes se
desligam fisiologicamente da planta, ou seja, atingem a maturidade fisioldgica.
Egli (1998) relata que a qualidade mixima da semente (com respeito a
germinacdo e ao vigor) € associada a acumulacdo do peso seco maximo,
processo chamado de maturidade fisiol6gica ou maturidade de massa. J4 Marcos
Filho (2005) descreve o maturacdo ou desenvolvimento da semente como um

processo controlado geneticamente que envolve uma seqiiéncia ordenada de



alteracdes de vdrias naturezas, verificadas a partir da fecundacio, até o momento
em que as sementes se tornam individuos independentes da planta-mae.

Durante o desenvolvimento de sementes, trés estddios gerais sdo
reconhecidos. O primeiro estddio é a histodiferenciacdo que comeca com a
fertilizacdo e € caracterizado por divisdes celulares, ocorrendo a formagao do
eixo embriondrio e a sintese e acimulo de reservas. O segundo estiddio € o de
maturacdo, fase em que ocorre expansdo das sementes devido & acumulagio
macica de material de reserva. O terceiro e ultimo estddio € chamado de
secagem de maturacio e é caracterizado por suspensdo da deposicao de reservas
seguida de perda de 4dgua ou dessecag¢do natural, a qual conduz a semente ao
estado quiescente ou dormente (Bewley & Black, 1994).

O estudo do desenvolvimento de sementes visa determinar o intervalo no
qual a semente pode ser desligada da planta-mde, sem prejuizo para sua
qualidade fisiolégica. A identificacdo do estddio de desenvolvimento das
sementes e, conseqlientemente, 0 momento ideal para a colheita sdo condicdes
essenciais para a conservacao da viabilidade durante o armazenamento (Barbedo
& Cicero 2000).

A maturidade das sementes € marcada por eventos fisioldgicos
especificos relacionados as mudangas distintas no peso fresco, no peso seco € no
conteddo de 4dgua, padrdes distintos de expressdo de genes representados pelo
acimulo de mRNAs especificos, germinagdo, vigor, grau didrio de crescimento,
soma térmica, mudanga no tamanho, coloragdo, textura e odor de frutos (Bewley
& Black, 1994; Davide et al., 1995; De Castro & Hilhort, 2000; De Castro,
2004; Kermode, 1995; Von Pinho, 1997), além de alteracdes da morfologia
interna e externa de frutos e sementes (Borisjuk et al., 1995). A associa¢do
destes fatores permite a elabora¢do de um cronograma de colheita de sementes
de uma determinada regido (Davide et al., 1995). Para a regido de Lavras, com

919m de altitude, temperatura média anual de 19,4°C, sendo fevereiro o més



mais quente do ano e julho o mais frio, com precipitacio média anual de
1.529,7mm, concentrada de outubro a abril, correspondendo a 93% da
precipitacdo total (Brasil, 1992a), a maioria das espécies € dispersa no periodo
de junho a outubro, com pico de producdo nos meses de agosto a setembro
(Davide et al., 1995).

O conhecimento da fisiologia do florescimento e de suas relagcdes com a
formagdo da semente permite a produgdo de sementes de alta qualidade. Sabe-se
que a inicia¢do do desenvolvimento floral € um fendmeno que depende da idade
da planta, das condi¢cdes de ambiente, do acimulo de fotossintatos e de outros
fatores especificos. Ha plantas, por exemplo, aptas ao florescimento apenas apds
acumularem uma quantidade especifica de energia proporcionada por unidades
térmicas, enquanto outras sido induzidas sob influéncia do fotoperiodo ou queda
de temperatura (Marcos Filho, 2005).

Durante a fase de desenvolvimento das sementes, podem ocorrer
variagdes climdticas que retardem ou adiantem o processo de maturagdo. Para
Pinus poderosa, as condi¢cdes amenas promovem o retardamento no processo de
maturacdo e aceleram o crescimento inicial das sementes (Vandeusen & Beagle,
1973).

A temperatura tem sido citada como uma das varidveis ambientais que
aceleram ou retardam a maturacdo. Para Larix occidentalis, o ritmo da
maturacdo dos cones foi influenciado pelas altas temperaturas que ocorrem no
periodo de seu desenvolvimento (Shearer, 1977). Aguiar & Kageyama (1987)
verificaram que o processo de maturacido dos frutos e sementes de Eucalyptus
grandis é mais lento no sul da Austrdlia do que no estado de Sdo Paulo, pois o
periodo de pods-florescimento australiano é mais Umido e quente do que no
Brasil.

Além das variacdes climdticas interferirem na matura¢do de sementes,

devem ser consideradas as alteragdes proprias de frutos e sementes, que sdo



inerentes a espécie. Em Pinus oocarpa, Pind-Rodrigues (1984) observou que a
separacdo dos cones por coloragdo entre os estidios de desenvolvimento ndo
permitiu estimar a maturidade fisiol6gica. No entanto, o teor de dgua, peso e
tamanho demonstraram ser eficientes indices para detectar a época ideal de
colheita nesta espécie. Aguiar et al. (1988) relatam, para Eucalyptus grandis,
que a colheita das sementes devera ser baseada na coloragao, presenca de fendas
e no teor de dgua dos frutos. Fiogliolia & Kageyama (1994) consideraram, para
Inga uruguensis, a coloragdo dos frutos como um dos melhores pardmetros para
determinacdo do momento ideal de colheita.

Para Euterpe edules, Lin (1986) observou que sementes de maior
tamanho apresentavam maior peso de matéria seca e germinacdo. Na
determinacdo de maturidade fisiolégica de Andenanthera peregrina, o maior
peso de matéria seca e fresca, bem como 0 maximo comprimento de sementes,
revelaram ser bons indicativos de sua maturidade fisiolgica (Lopes et al.,
1991).

Carvalho & Nakagawa (2000) relatam que as sementes aumentam de
tamanho rapidamente, atingindo o mdximo num periodo de tempo curto, em
relacdo a duracdo total de periodo de maturacio. Segundo Silveira (1982), essa
relativa rapidez com que as sementes atingem o tamanho mdximo deve-se
possivelmente, a necessidade que as sementes t€ém de manter um alto teor de
dgua durante a fase de mais intenso acimulo de massa seca.

Barbosa et al. (1992b) observaram, para a colheita de semente de ipé
(Tabebuia avellanedae), que a maturidade ocorria entre 105 e 115 dias apds a
antese, com o teor de dgua em torno de 22% e germinacdo de 86%, com
coloracdo dos frutos tendendo para o amarelo amarronzado. Cunha & Aradjo
(1989) recomendam, para Tabebuia caraiba, que os frutos devem ser colhidos
fechados, para posterior secagem natural, assegurando uma maior viabilidade

das sementes. Com Tabebuia impetiginosa, Nobre (1994) observou que as



sementes provenientes de frutos fendilhados apresentaram maior vigor quando
comparadas com as dos ndo fendilhados. Gemaque (1999; 2002) relatou, para
Tabebuia impetiginosa, que os frutos, durante o processo de maturagio,
passaram da cor verde, com manchas grandes arroxeadas, a verde, com pontos
arroxeados, apresentando fendas e iniciando a dispersdo de suas sementes. A
fase de dispersdo dessas sementes coincidiu com o méaximo de matéria seca,
porcentagem de emiss@o de radicula, plantulas normais e indice de velocidade de
germinacdo e mais baixos teores de dgua nos frutos e sementes. Em sementes de
Mimosa caesalpiniifolia, a maturidade fisioldgica ocorre entre 154 e 168 dias
apods a antese, podendo a colheita ser realizada até 189 dias apds a antese, uma
vez que coincide com a mdxima germinagdo, vigor e teor de dgua ao redor de
20% (Alves et al., 2005).

A ocorréncia de ventos secos no outono pode favorecer uma rdpida
maturacdo e dispersdo das sementes, enquanto que condicdes de chuvas
prolongam o periodo de retencdo das sementes nos frutos. O teor de 4gua
destaca-se como importante fator agindo sobre a maturagcdo das sementes, ja que
da absorcdo resulta a reidratacdo dos tecidos com a conseqiiente intensificacio
da respiracdo e de todas as outras atividades metabdlicas, que culminam com o
fornecimento de energia e nutrientes necessarios para a retomada de crescimento
por parte do eixo embriondrio (Stein et al., 1974).

No caso de espécies florestais, como andiroba (Carapa guianensis),
ampai (Brosimum lactescens) e aroeira (Astronium gracile), ocorrem perdas de
grande parte dos frutos antes da maturacio, provavelmente devido as condigdes
de umidade (Carvalho, 1980).

O teor de 4gua € sugerido como ponto de referéncia para indicar a
maturidade fisioldgica das sementes, quando associado a outras caracteristicas,

pois a dgua se altera continuamente durante o actimulo de matéria seca,
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permitindo o controle mais apurado do desenvolvimento (Firmino et al., 1996;
Marcos Filho, 2005; Martins & Silva, 1997, Silva, 2002).

Borges et al. (1980) verificaram que a maturidade fisioldgica de
sementes de orelha-de-pau (Enterolobium contorsiliquum), nas condigcdes de
Vigosa, MG, ocorreu quando o teor de 4gua encontrava-se em torno de 22%.

Um outro fator no desenvolvimento e maturagdo é o acimulo de matéria
seca, que comeca de forma lenta e, em curto espaco de tempo, passa a ser rapido
e constante até atingir um maximo. O mdximo de matéria seca tem sido
mencionado como o indicador mais seguro da maturidade fisioldgica da
semente.

Durante todo o processo de acimulo de matéria seca, o contetido de dgua
¢ elevado. Quando a semente atinge o mdximo peso seco € pdra de receber
fotoassimilados da planta-mde, o teor de dgua oscila entre 30% e 50%,
dependendo da espécie. A partir desse ponto inicia-se um processo de
desidratacdo mais rdpido e as reagdes metabdlicas dentro da semente vao
diminuindo até o ponto em que a respiracdo é quase nula (Guimaraes, 1999).

De acordo com Berjak et al. (1984), é provavel que um mecanismo
genético atue no sentido de controlar o processo de desidratacdo durante a
maturacdo das sementes ortodoxas, as quais parecem ter suas origens em locais
sujeitos a seca, que nem sempre sao propicios para a germinagdo.

Em alguns estudos, tem sido mostrado que a secagem adequada de
sementes ortodoxas imaturas promove o redirecionamento do metabolismo de
desenvolvimento para o de germinagdo, como foi observado para Ricinus
communis, que tem seu desenvolvimento normal de 25 a 40 dias apds a
polinizacao, existindo, neste periodo, uma sintese de proteinas de reserva. Nos
estadios tardios de desenvolvimento (45 a 50 dias apds a polinizagdo), a sintese
de proteinas de reserva declina e a sintese de novas proteinas comega. Quando se

realiza a secagem das sementes de Ricinus communis, aos 30 ou 40 dias apos a
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polinizacdo e se procede a reidratagcdo, é induzido o processo de germinacao
(Kermode & Bewley, 1985). Para Mucuna aterrina, a secagem das sementes
ainda no interior das vagens, promove a germina¢do de sementes imaturas
(Nakagawa et al., 2005). O redirecionamento de compostos promovendo a
germinacdo também ja foi observado para as espécies de Cedrella odorata
(Lima et al., 1998) e Tabebuia impetiginosa (Gemaque, 1999).

Por meio de investigagdes que relacionam a qualidade de sementes com
a maturidade, tem sido mostrado que o maximo vigor e a germinagdo das
sementes ocorrem com altos teores de &dgua, antes que a semente tenha
alcangado a maturidade fisioldgica, baseada no acimulo de matéria seca. (Ajayi
& Fakorede, 2000; Borba et al., 1994; Fagioli et al., 1999; Knittle & Burris,
1976; Tekrony & Hunter, 1995).

O vigor de uma semente, durante a matura¢do, é uma caracteristica que
acompanha, de maneira geral e na mesma propor¢do, o acimulo de matéria seca
(Faria, 2003). Assim, uma semente atingiria seu maximo vigor quando se
apresentasse com a sua mdxima matéria seca, portanto, é claro, ha defasagens
entre as curvas, em funcdo da espécie e das condi¢cdes ambientais (Alves et al.,
2005; Carvalho & Nakagawa, 2000).

As mudancgas nas caracteristicas morfoldgicas e fisiolégicas das
sementes tém sido usadas no desenvolvimento de métodos para determinar a
maturidade de sementes (Faria, 2003).

Reconhecem-se como fatores primordiais ao desenvolvimento do
embrido de sementes: diferenciacdo, dorméncia e germinagdo. Tais fatores
atuam em determinados momentos da embriogénese e sdo os responsaveis pelas
caracteristicas morfolégicas e fisioldgicas do embrido contido na semente.
Dependendo do momento do processo embriogenético em que tais fatores
atuam, determina-se a qualidade do conteido seminal quanto ao estado de

desenvolvimento do embrido (Coccuci & Mariath, 2004).
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O embrido em gestacdo deve passar obrigatoriamente por uma série de
estddios particulares. Tais estddios sdo: globular, trapezoidal, codiforme
(dicotileddneas), torpedo e embriao maduro (Johri, 1984).

O estadio globular se caracteriza pela formagdo de uma massa mais ou
menos esférica de células, na qual ocorrem divisdes sucessivas e aumento do
tamanho das células, sob controle hormonal, formando uma massa de células
aparentemente desorganizada, principalmente na regido terminal. A partir das
divisdes da célula basal, forma-se uma estrutura de formato aproximadamente
cilindrico, o pré-embrido, em que se distingue o suspensor. Essa formacao &
transitéria e desempenha fungdes de sustentagdo, de reserva e haustorial,
auxiliando na nutricdo e sendo dirigida com o desenvolvimento do embrido
(Coccuci & Mariath, 2004; Marcos Filho, 2005).

Os processos de diferenciacdo se insinuam no estddio trapezoidal,
quando ocorrem um “achatamento” da extremidade superior e uma seqii€ncia
ordenada de divisdes celulares a direita e a esquerda do eixo central do pré-
embrido, caracterizando o inicio da formagdo dos cotilédones (Marcos Filho,
2005).

O estddio codiforme se identifica pelo franco desenvolvimento dos
cotilédones e pelo comego da diferenciacdo do 4pice radicular e caulinar, além
do inicio do desenvolvimento do procambio. O estiddio torpedo se caracteriza
pelo desenvolvimento e pela diferenciacdo do hipocétilo e da radicula e pela
diferenciacdo incipiente do tecido vascular (Coccuci & Mariath, 2004).

Esses fatores seguem atuando até desenvolverem os cotilédones por
completo, para chegarem ao estddio de embrido maduro, momento em que todas
as estruturas vivas da semente entram em dorméncia seminal (Coccuci &
Mariath, 2004).

Portanto, durante a embriogénese, ocorrem aumentos tanto do nimero

como do tamanho de células e a diferenciacdo de tecidos. Isso indica que o
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processo de desenvolvimento € controlado pelo cédigo genético, porque seria
totalmente improvével que a seqiiéncia caracteristica da embriogenia de uma
espécie se reproduzisse com tal exatiddo apenas sob a influéncia do ambiente
(Marcos Filho, 2005).

Além do estudo fisiol6gico do desenvolvimento do embrido, a andlise de
imagens das sementes utilizando o teste de raios X permite analisar as estruturas
e o estadio de desenvolvimento do embrido (Liu et al., 1993). Além disso,
permite a visualiza¢do de injdrias mecanicas e de danos por insetos (Battisti et
al., 2000) e decorrentes de outros fatores adversos de pré e pds-colheita, a
deteccdo de anormalidades em embrides e a determinacdo de estidio de
desenvolvimento das sementes (Carvalho et al., 1999; Han et al.,, 1992;
Machado, 2002; Oliveira, 2004; Yin et al., 1984).

O teste de raios X € um procedimento simples e rdpido. Segundo
Oliveira (2000), pesquisas utilizando os raios X podem trazer grandes
contribui¢des tecnoldgicas se visarem as sementes de espécies florestais nativas
do Brasil, devido a ocorréncia de injurias nessas sementes.

Crestana e Beltrati, citados por Camargo et al. (2000), comentam que
estudos anatdmicos das sementes e morfolégicos da germinacdo em espécies
florestais sdo fundamentais e de cardter urgente, em funcio da dréstica e elevada
reducdo de populagdes naturais decorrentes de alteracdes ambientais causadas
pelo desmatamento continuado.

Na maioria das espécies, o crescimento e o desenvolvimento das
sementes sdo paralisados no final da maturag¢do. Nessa fase de amadurecimento,
a semente sofre uma adaptacdo estratégica para torni-la apta a tolerar as severas
condi¢des ambientais, garantindo, assim, melhor sobrevivéncia das espécies
durante o armazenamento e a disseminacdo (Branddo Junior, 2000; Guimaraes,

2000; Leopold, 1990).
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2.3 Tolerancia a desseca¢ao

Durante o desenvolvimento, a fase final de maturagdo é caracterizada
pelo acimulo de algumas substincias de reserva, que podem ou ndo conferir
tolerancia a dessecacdo em algumas espécies.

A tolerancia a dessecacdo é adquirida como resultado da interacdo de
vérios fatores. A auséncia ou a deficiéncia de algum desses fatores determinam o
grau de sensibilidade das sementes ao processo de dessecacdo. Os principais
fatores que podem acontecer nas sementes durante a dessecagdo sdo: alteracdes
na quantidade e na natureza das reservas insoliveis acumuladas, a presenca e a
eficiente operacdo dos sistemas antioxidantes, o actimulo de substincias
supostamente protetoras, como as proteinas LEA, sacarose e certos
oligossacarideos e o desenvolvimento de certas moléculas anfipdticas da
operacdo de reparo dos sistemas de membrana durante a reidratacdo (Bewley &
Black, 1994; Guimaraes, 1999).

Adicionalmente as principais reservas de armazenamento, algumas
proteinas e acucares especificos sdo sintetizados de forma tardia no
desenvolvimento da semente e podem estar associados ao desenvolvimento da
tolerancia a dessecacdo ou a longevidade da semente (De Castro, 2004).

A aquisicdo de tolerancia a dessecagdo pode ocorrer em diferentes fases
no processo de maturacdo e ndo é um processo sincronizado entre sementes
individuais e nem entre os diferentes tecidos da semente, podendo ocorrer
variagdes no tempo necessdrio para o inicio da tolerdncia a dessecacdo entre
sementes (Ellis et al., 1987; Leprince et al., 1990). Esse processo parece ser
mediado por sistemas protetores que previnem danos letais em diferentes
componentes celulares, incluindo membranas, proteinas e citoplasma. Trés
importantes sistemas tém sido caracterizados: (1) proteinas LEA, (2)

acumulagdo de agucares redutores e (3) habilidade para prevenir, tolerar ou
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reparar ataque de radicais livres (Buitink et al., 2002; De Castro, 2004;
Pammenter & Berjak, 1999).

A sintese de um conjunto de proteinas especificas estd associada a
aquisi¢do de tolerdncia a dessecacdo durante o desenvolvimento de sementes.
Existem classes de mRNA que sdo produzidas no final do desenvolvimento e
durante a dessecag@o. Incluidos entre estes estdo os abundantes mRNA que
codificam um grupo de proteinas hidrofilicas: as proteinas LEA (do inglés late
embriogenesis abundant proteins) (Baker et al., 1988; Galau et al., 1986).

As proteinas LEA sdo formadas por segmentos aleatérios e t€ém forma
de espiral, ocasionalmente com uma a-hélice amplificada que deve servir como
uma base para ordenar a estrutura superior. Possuem alta solubilidade em 4gua e
estabilidade, mesmo na ebulicdo e grande proporcio de aminodcidos
hidrofilicos, particularmente glutamina e glicina. Podem ainda ligar fons e dgua
e estar associadas com os acucares, controlando a taxa de perda de 4gua e
mantendo a viabilidade das sementes ortodoxas no estado seco (Walters et al.,
1997). Essas proteinas sdo amplamente conservadas entre espécies de plantas e
podem ser agrupadas em diversas familias homdlogas (Wise, 2003). Podem
também atuar como agentes protetores de componentes celulares, como
membranas e outras proteinas, possivelmente pela sua habilidade de formar
espirais amorfas, protegendo-se contra danos de rompimento na auséncia de
dgua (Black et al., 1999; Kermode, 1997; Menezes, 2005; Wang et al., 2003). A
presenca destes mecanismos pode ser influenciada ou reduzida, de acordo com a
taxa de secagem ou com o meio ambiente no qual a semente se desenvolveu
(Lima, 2005).

Grandes evidéncias existem de que diversas LEA, incluindo dehidrinas,
sdo acumuladas durante a secagem de maturagdo, mas seu papel ainda é pouco
esclarecido (Black et al., 1999; De Castro, 2004). Tem sido sugerido que LEA

sozinhas ndo conferem tolerdncia a dessecacdo, mas interagem com outros
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protetores, tais como oligossacarideos. Acredita-se que a tolerancia a dessecacao
ndo pode ser atribuida a um simples mecanismo de protecdo; ao contrério, ela
parece ser um fendmeno multifatorial em que cada componente é igualmente
critico, agindo em sinergismo e controlado em nivel genético (Leprince et al.,
1993).

Estas proteinas, descobertas em embrides de algodao, sdo induzidas por
dcido abscisico e acumuladas durante os estddios mais tardios do
desenvolvimento, em fase correspondente a aquisi¢@o de tolerdncia a dessecagdo
(Leprince et al., 1993). A expressdo das LEA proteinas cessa rapidamente apds a
germinacdo das sementes (Blackman et al., 1991). Aplicando a eletroforese de
proteinas em sementes de café cv. Rubi, colhidas nos estddios verde, verde-cana
e cereja, Guimardes (2000) observou presenca de bandas de proteinas resistentes
ao calor em todos os estddios de desenvolvimento, independente da metodologia
de secagem utilizada. Foi verificada a auséncia de determinadas bandas destas
proteinas resistentes ao calor nas sementes ndo submetidas a secagem,
principalmente no estddio cereja. O autor relacionou este fato a intolerancia a
dessecacdo demonstrada por essas sementes.

Em outras pesquisas, foi constatado também que o estresse pode afetar a
expressdo de inimeros produtos génicos, incluindo dehidrinas, antioxidantes,
proteinas de choque térmico (heat shock proteins -HSPs) e proteinas
relacionadas a senescéncia (Ingram & Bartels, 1996; Shinozaki et al., 1998).

De acordo com Vierling (1997), todos os organismos respondem a alta
temperatura por meio de sintese de proteinas de choque térmico (heat shock
proteins — HSPs). As HSPs s@o geralmente designadas pelo seu peso molecular
em kDa, como as HSP 110, HSP 100 e HSP 60, sendo as proteinas de baixo
peso molecular de 15-30 kDa definidas com small heat shock proteins (sHSPs)
(Sun et al., 2002; Vierling, 1991). Em plantas, hd uma maior ocorréncia de

sHSPs (Mansfiels & Key, 1987), sendo todas elas codificadas por seis familias
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de genes nucleares e cada familia corresponde a proteinas encontradas em
diferentes compartimentos  celulares: citossol, cloroplastos, reticulo
endoplasmatico, mitocdndria e membranas (Walters et al., 1996). Em soja, sob
condi¢des de estresse térmico, o nivel de expressdo para a sHSPs pode superar
1% de todas as proteinas celulares (Hisieh et al., 1992).

Vieira (2005), usando o método de Bradford (1976) para sementes de
Cupania vernalis, uma espécie recalcitrante, submetidas a secagem de 45% e
30% de umidade, observou presenca de bandas com pesos moleculares de 10, 25
e 60kDa, sugerindo que o estresse causado no teor de dgua das sementes pode
estar associado a indugao de HSPs.

Segundo Vertucci & Farrant (1995), as HSPs t€m sido relatadas como
funcionais na preservacdo e reparo de estruturas macromoleculares durante a
desidratacdo ou reidratagdo, respectivamente.

Além do acimulo do grupo particular de mRNA e de proteina LEA,
também ocorrem mudancas no conteido de acicares redutores, durante o
desenvolvimento das sementes.

Em relacio a acumulagdo de acucares redutores que estabilizam
membranas e proteinas em condi¢des de sementes secas, existem evidéncias de
que acucares soliveis, atuando como “substitutos da dgua”, podem desenvolver
um importante papel na tolerancia a dessecacdo (Leprince et al., 1993). Os
actcares formam pontes de hidrogénio com dgua e preservam a estrutura das
proteinas (Hoekstra et al., 2001). Além disso, esses acticares podem promover a
formagdo de um estado de gel, vitreo ou de vidro em tecidos secos. Um estado
de gel ou vitreo caracteriza-se por ser um estado continuo e amorfo, com
viscosidade muito elevada (vitrificagdo). A presenca de um estado vitreo retarda
extremamente as reacdes quimicas que podem conduzir a degradagcdo de

componentes das sementes, impedindo ainda a fusdo de membranas e o

conseqiiente rompimento da compartimentalizacio celular (Buitink et al., 2002).
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O estado vitreo contribui, provavelmente, para a longevidade de sementes secas
(Buitink et al., 2000; Leopold et al., 1994).

Actcares e oligossacarideos especificos, que podem estar associados a
tolerancia a estresses, também se acumulam tardiamente no desenvolvimento da
semente (De Castro, 2004). A sacarose € o agucar solivel mais abundante em
sementes maduras, enquanto os agucares redutores, como a glicose e a frutose,
sdo virtualmente ausentes. Muitas sementes também acumulam agtcares dos
tipos rafinose, estaquiose, verbascose e oligossacarideos correlatos formados
pela adicdo sucessiva de unidades de galactose a sacarose (Obendorf, 1997;
Peterbauer & Richter, 2001). Clarke & Macrae (1985) relatam que os teores de
sacarose dependem da espécie, variedade, estddio de desenvolvimento e das
condi¢Oes de processamento e armazenamento das sementes.

Bochicchio et al. (1994) levantaram a hipétese de que dois agticares
estariam envolvidos no processo de aquisicdo da tolerdncia a dessecagdo: a
sacarose e a rafinose. Goérecki (1997) verificou que o acimulo de
oligossacarideos da familia da rafinose correlacionou-se fortemente com a
capacidade de sementes de Lupinus luteus germinarem apds a dessecacdo.
Obendorf (1997) afirmou que existe um nivel critico desses oligossacarideos
(série rafindsica), abaixo do qual a tolerincia a dessecacdo é comprometida.

Em sementes de Acer platanoides, quando secas rapidamente a 4% ou
5% do teor de 4dgua, os teores de sacarose e estaquiose aumentaram, no entanto,
o teor de rafinose foi menor (Hong et al., 2000).

Em sementes de Coffea, os agucares redutores encontrados em maior
quantidade sdo a glicose e a frutose, sendo predominantes no inicio do
desenvolvimento dos frutos (Rogers et al., 1999). No entanto, Guimaraes (2000),
em estudos sobre o desenvolvimento de mecanismos de tolerancia a dessecacio
de sementes de cafeeiro em diferentes estadios de desenvolvimento, detectou

apenas a sacarose nos embrides, ndo sendo encontrados agicares como a glicose,
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rafinose e estaquiose. Lima (2005) também observou maiores teores de sacarose
para sementes de Coffea arabica.

Adams et al. (1983) verificaram que sementes imaturas de Glycine max
tiveram sua maturacdo concluida quando foram expostas a secagem lenta, o que
proporcionou um acimulo de sacarose, rafinose e outros agticares, acompanhado
pelo aumento da tolerancia a dessecacdo nos embrides.

Pela alta concentracdo e habilidade para induzir tolerdncia in vitro, a
sacarose era tida como o maior agente protetor. Em sementes imaturas de soja,
durante um tratamento de secagem lenta, in vitro, que induziu tolerancia a
dessecacdo, foi encontrado um aumento na concentracdo de estaquiose e
rafinose, e um decréscimo na concentracdo de sacarose (Blackmam et al., 1991).
Assim, parece que a presenca de oligossacarideos pode suplementar a sacarose
na sua funcdo de conferir protecdo contra danos induzidos por dessecacdo
(Guimaraes, 2000).

Em contraste, a glicose parece ndo ser um protetor de membranas
eficientes para promover a formacdo de vidro (Guimaraes, 2000). Koster &
Leopold (1988) demostraram que a formacgdo de vidro foi dependente de
especificas combinacdes de agucares. Uma mistura de acucares, semelhante a
encontrada em eixos de soja tolerantes a dessecacdo (isto é: 85:15,
rafinose:sacarose), entra num estado vitrificado, a temperatura ambiente, durante
a dessecagdo, enquanto que uma mistura semelhante aquela encontrada em eixos
intolerantes a dessecagdo (75:25, glicose:sacarose) somente forma vidro abaixo
de 0°C.

Assim como no caso das proteinas LEA, as contribuicdes especificas dos
oligossacarideos para a tolerdncia a dessecacdo e para a longevidade de
sementes no estado seco sdo ainda questionadas (Buitink et al.,, 2002;

Gurusinghe & Bradford, 2001; Hoekstra, et la., 2001).
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Sobre a habilidade para prevenir, tolerar ou reparar ataque de radicais
livres durante a dessecacdo, sabe-se que radicais livres sdo naturalmente
produzidos durante o metabolismo das plantas, particularmente em cloroplastos
e mitocondria (Halliwell, 1987; Leprince et al., 1990; Puntarulo et al., 1991;
Senaratna & McKersie, 1986). Moléculas removedoras de radicais livres
incluem antioxidantes lipossoliiveis (dcido ascdrbico, glutationa) que sdo
encontrados em altas concentragdes nas sementes, variando em diferentes
tecidos e diferentes espécies (Franzen & Haas, 1991), além de sistemas
enzimaticos processadores de radicais livres, incluindo superéxido dismutase
(SOD) que cataliza a dismutac¢do de superéxido (O,- ) em H,0, e O, e aquelas
enzimas envolvidas na desintoxicacdo de H,O, (isto é, catalase, glutationa
redutase, ascorbato e outras peroxidases) (Guimaraes et al., 2002).

As plantas produzem uma grande variedade desses produtos. A
desestruturagdo da membrana causada pelo processo de desseca¢do promove a
liberacdio de compostos fendlicos que podem sofrer oxidagdo, formando
complexos de protefnas/fenol, com conseqiiente perda da atividade enzimadtica
(Carvalho, 2000). Duas rotas metabdlicas bdsicas estdo envolvidas na sintese dos
compostos fendlicos: a rota do 4cido chiquimico (vegetais) e a rota do 4cido
maldnico (fungos e bactérias) (Taiz & Zeiger, 2004).

Os polifendis estdo presentes em quase todos os vegetais e compreendem
um grupo heterogéneo de substancias, que podem apresentar estruturas quimicas
relativamente simples ou complexas, como taninos e ligninas. De modo geral,
caracterizam-se por possuir, pelo menos, um anel aromadtico, no qual ao menos
um hidrogénio € substituido por uma hidroxila (Carvalho et al., 2001).

Os polifendis sdo facilmente oxiddveis, tanto por enzimas vegetais
especificas quanto por influéncia de metais (como ferro e manganés), da luz e do
calor, ou em meio alcalino, ocasionando o escurecimento de suas solucdes ou

dos compostos isolados (Carvalho et al., 2001).
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Sementes de vérias espécies tropicais possuem uma alta concentragdo de
compostos fendlicos e polifenol oxidases intracelulares. A oxidacdo fendlica é
um dos sérios problemas que podem promover alteragdes na germinagdo de
sementes, ja que os compostos fendlicos reduzem a disponibilidade de oxigénio
no interior da semente, restringindo o processo germinativo (Bewley & Black,
1994).

Segundo Santos et al. (1991), a presenga de compostos fendlicos
decresce com o processo de maturacdio e durante os primeiros anos de
armazenamento devido a sua oxidacdo. Em algumas sementes, o efeito inibitério
na germinacdo pela presenca dos compostos fendlicos aumenta com a
temperatura, ja que o oxigénio se torna menos soldvel e a oxidagdo mais intensa
(Corbineau & Come, 1995).

Entretanto, a maturagdo ndo é um processo obrigatdrio. Se removidos da
planta-mde e colocados em meio de cultura, embrides de muitas espécies

germinam e se desenvolvem em plantulas normais (Pereira, 2004).

2.4 Cultivo In vitro

No estudo da maturacdo de sementes, tem-se empregado a tecnologia in
vitro, por sua possibilidade de multiplicagdo em qualquer época do ano e por
utilizar materiais genéticos que normalmente t€m o inconveniente de perder sua
capacidade regenerativa, a qual dificulta a propagacdo vegetativa para se obter
descendéncia garantida (Bajaj et al., 1998).

A cultura de tecidos € uma ciéncia que detém as técnicas por meio das
quais pequenos fragmentos de tecido vegetal vivo, designados explantes, ou
embrides de sementes, sdo cultivados em meio nutritivo em condig¢des assépticas

(Rezende, 2005).
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Por consistirem parte essencial da cultura de tecidos, os meios de cultura
tém evoluido juntamente com a prépria ciéncia da biotecnologia. Os meios
nutritivos utilizados para a cultura de células, tecidos e o6rgdos de plantas
fornecem as substincias essenciais para o crescimento e controlam, em grande
parte, o padrdo de desenvolvimento in vitro (Caldas et al., 1998). Devem suprir
tecidos e drgdos cultivados in vitro com macro e micronutrientes, uma fonte de
carboidrato (normalmente a sacarose) e outras substancias como vitaminas,
aminodcidos, agente geleificante e reguladores de crescimento (Pasqual et al.,
1998).

Diversas formulagdes de meio tém sido empregadas na cultura in vitro,
as quais diferem entre si basicamente em relacdo a concentragdo dos sais.
Entretanto, em 1962, um grande passo foi dado com a publicagdo de um trabalho
por Murashige & Skoog, que determinaram a concentracdo de sais,
estabelecendo o tdo conhecido meio ‘MS’. E o mais utilizado na propagacio in
vitro, promovendo resultados positivos na multiplicacdo de segmentos nodais,
desenvolvimento de embrides e indugdo de embriogénese somdtica em explantes
foliares (Cordeiro, 1999; Maciel, 2001; Pereira, 2005; Ribeiro, 2001).
Entretanto, com espécies lenhosas, o meio MS ndo tem se mostrado satisfatério
em alguns casos, tendo-se observado que composi¢des mais diluidas em
macronutrientes tiveram melhor desempenho. Formulacdes especialmente
desenvolvidas para espécies lenhosas, como, por exemplo, o meio WPM (do
inglés wood plant medium) (Lloyd & McCown, 1980), tém sido descritas e
utilizadas freqiientemente como alternativa ao meio MS, por apresentarem 25%
das concentragdes de fons nitrato e amdnia do meio MS, além de mais potassio e
um alto nivel de fons sulfato (Melo et al., 1999; Pasqual, 2001).

A micropropacdo de espécies lenhosas requer estudos mais especificos e
desenvolvimento de metodologias que atendam as exigéncias dos explantes

(Coelho, 1999; Deccetti, 2000; Pereira, 2004). A dificuldade em se propagar
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plantas lenhosas decorre do fato de que, geralmente, essas espécies apresentam
maior variabilidade genética dos tecidos e concentracdo elevada de fendis que,
liberados no meio de cultura, impedem o desenvolvimento dos explantes (Pierik,
1987). Para evitar o problema de oxidagdo por elevadas concentrag¢des de fendis,
os meios podem ser acrescidos de carvdo ativado ou de polivinilpirrolidona
(PVP) (Pereira, 2004).

Além dos fendis, a presenca de microrganismos contaminantes pode
interferir nos resultados, pois eles competem com os explantes pelos nutrientes
do meio de cultura e provocam danos diretos e indiretos pela colonizacido de
seus tecidos, podendo, ainda, eliminar, no meio, metabdlitos téxicos. Dessa
forma, a desinfestacdo das sementes se torna um importante fator, por
possibilitar a redu¢do de microrganismos, uma vez que estes aceleram a perda
em qualidade das sementes, reduzindo a germinac¢io (Carvalho & Von Pinho,
1997; Chunjie et al., 2002; Mycock & Berjak, 1995; Schmidt, 2000).

Vérias substancias podem ser utilizadas na desinfestacdo do material
(Sato et al., 2001). O descontaminante mais utilizado na cultura de tecidos € o
hipoclorito de sédio ou de calcio, diluido em 4gua, com cerca de 1% de cloro
ativo. Para melhorar o contato com a superficie dos explantes, o tratamento com
hipoclorito € freqlientemente precedido por uma lavagem em dalcool. O etanol
remove parcialmente ceras hidrofiticas e resinas, que protegem 0s
microrganismos do contato com o descontaminante (Bonga & Von Aderkas,
1992). Para Thomas & Davey (1975) e Grattapaglia & Machado (1998), o dlcool
etilico 70% apresenta maior eficiéncia como desinfestante do que o dlcool puro,
j4 que ndo desidrata rapidamente os tecidos vegetais.

Quando nio se tem uma desinfestacdo eficiente pelo método usual, com
etanol e hipoclorito de sédio, podem ser utilizadas substancias, como fungicidas

e bactericidas, no meio de cultivo, para melhorar a eficiéncia da desinfestacao.
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Seja qual for o produto utilizado, o material a ser desinfestado deve ser
mantido em 4gua corrente por alguns minutos, para uma lavagem superficial de
particulas de poeira e outras fontes de contaminagdes superficiais. O processo de
desinfestacdo deve ser realizado em camara de fluxo laminar, em condigdes
assépticas, utilizando vidrarias previamente esterilizadas (Grattapaglia &

Machado, 1998).

2.6 Avaliacao da qualidade das sementes

A germinag@o é uma caracteristica de dificil avaliagdo, uma vez que o
fendmeno da dorméncia pode interferir acentuadamente nos resultados do teste
de germinacgdo. Para a obtengdo de resultados confidveis e compraveis do teste
de germinacdo € necessdria a utilizagdo de condi¢gdes padrdes, que podem ser
encontradas nas Regras para Andlise de Sementes (Brasil, 1992b); entretanto,
espécies do género Tabebuia ndo estdo entre as espécies listadas (Brasil, 1992b;
Oliveira, 2004).

Um dos problemas que afetam a germinacdo das sementes é a presenca
de fungos que s6 se manifestam quando as sementes sdo colocadas para
germinar, ndo havendo sinais (micélio) visiveis do fungo durante o
armazenamento (Berjak, 1995).

Para Tabebuia roseo-alba, Degan et al. (1997) constataram que
praticamente 80% das sementes estavam contaminadas por fungos do género
Fusarium. Este fungo é considerado um possivel patégeno destas sementes, por
causar danos tanto nas sementes em germinacdo como em plantulas.
Contaminagdes com Alternaria tenuis, Cladosporium spp. € Phomopsis spp.
também foram detectadas, além dos fungos dos géneros Penicillium e
Aspergillus, que podem provocar a morte do embrido.

Assim, torna-se importante a utilizacdo de tratamentos para a

desinfestacdo de microrganismos antes do teste de germinagao. Ferreira (1989)
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salienta que, em um teste de germinagdo, caso o lote de sementes em estudo
sofra um pré-tratamento para desinfestacdo superficial com fungicidas,
contaminacdes externas do tegumento podem ser eliminadas ou diminuidas
significativamente. Segundo o autor, para o tratamento de sementes de espécies
florestais nativas do Brasil, é recomendado o uso de hipoclorito de sédio (2% a
3%, de 1 a 3 minutos), thiram, captan e benomyl (1-3 minutos). Sales & Castro
(1994) constataram que o tratamento das sementes de ipé-amarelo, ipé-roxo e
babartimdo com fungicidas benomyl, captan, thiram, iprodione e hipoclorito de
sodio foi eficiente em reduzir o nivel de ocorréncia de fungos na realizacdo do
teste de germinag@o. Oliveira (2004) ndo observou diferencas significativas entre
os tratamentos de desinfestacao hipoclorito de sédio (2%/3 minutos) e benomyl
(2%/2 minutos) para sementes de Tabebuia serratifolia e Tabebuia
impetiginosa.

A baixa qualidade das sementes de ipé€ foi atribuida a uma possivel
intolerancia a dessecacdo, como citado no trabalho de Maeda & Matthes (1984).
Esta possibilidade, porém, foi descartada por Gemaque (1999). A germinacio
das sementes dessa espécie, ao longo do armazenamento sob condicdes ideais, é
extremamente varidvel. Pode, inclusive, ocorrer uma germinagdo mais baixa
logo apdés a colheita e, com alguns dias de armazenamento, pode haver
incrementos na germinacdo, seguidos de novos decréscimos e acréscimos
(Carvalho et al., 1976; Figliolia, 1988; Figliolia et al., 1988; Kageyama et al.,
1992; Kano et al.,, 1978; Maeda & Matthes, 1984; Oliveira, 2004).
Particularmente, sementes de ipé-amarelo mostram grande variagdo no
percentual de germinag¢do quando mantidas sob diferentes condi¢des e épocas de
armazenamento, apesar de ndo apresentarem dorméncia (Costa, 1995).

Canny & Huang (1993) e Huang et al. (1994) relatam que a investigacio
dos mecanismos e fatores que afetam a germinagdo se tornam fundamentais para

0 sucesso na propagacgdo e conservacao do ipé-amarelo.
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Apoés todas estas consideragdes, fica claro que conhecer e entender o
processo de desenvolvimento das sementes, bem como as principais alteracdes
morfofisiolégicas que ocorrem desde a sua formacdo até a maturidade
fisiol6gica, constituem importante suporte para que sejam alcancados elevados
padrdes de qualidade na produg@o e conservagdo de sementes de Tabebuia

serratifolia.
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3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Andlise de
Sementes, Laboratério de Cultura de Tecidos e Plantas Medicinais do
Departamento de Agricultura, Laboratério de Propagacdo de Plantas do
Departamento de Ciéncias Florestais, Laboratério de Anatomia Vegetal do
Departamento de Biologia, Laboratério de Produtos Vegetais do Departamento
de Ciéncia dos Alimentos, todos da Universidade Federal de Lavras (UFLA) e
no Laboratério de Cromatografia do Departamento de Quimica da Universidade

Federal de Minas Gerais (UFMG).

3.1 Coleta dos frutos e sementes

As sementes e frutos foram obtidos de uma populagdo de 63 arvores
matrizes localizadas nas proximidades do campus da Universidade Federal de
Lavras (UFLA), situado em Lavras,M@G, com altitude, segundo Brasil (1992a),
de 919 metros, latitude de 21°14’S e longitude de 45°00’W GRW. De acordo
com a classificagdo de Koppen, o clima da regido € de transi¢do entre Cwb e
Cwa, ou seja, com duas estacdes bem definidas: uma fria e seca, de abril a
setembro e uma quente e Umida, de outubro a margco. Foram coletados dados
meteorolégicos da regido, durante o periodo de desenvolvimento das sementes,
nos meses de agosto a outubro de 2004.

A coleta dos frutos foi realizada semanalmente por amostragem, em 15
arvores escolhidas aleatoriamente, considerando a data da antese. Os frutos
foram colhidos em estddios diferentes de desenvolvimento, distinguidos com
base no niimero de dias ap6s a antese (DAA) aos 10, 18, 25, 32, 39, 47 e 53 dias.

Os frutos coletados eram selecionados, considerando-se um padrdo de

estddio de desenvolvimento, em cada data de coleta, descartando-se aqueles com
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problemas fitossanitdrios. Apds coleta, eram submetidos a lavagem com 4gua
corrente e imersos em solugdo de hipoclorito a 1% de cloro ativo por 5 minutos,
seguida de nova lavagem em 4gua corrente, por mais 3 minutos e secagem em
papel toalha, conforme metodologia proposta por Nobre (1994).

As sementes eram retiradas pela seccao longitudinal e ligeira tor¢do dos
frutos. Os embrides foram retirados das sementes com bisturi. Parte das
sementes e embrides foi submetida a liofilizagdo para andlises posteriores e parte
analisada imediatamente quanto a germinagio e ao vigor.

A liofilizagdo foi realizada em liofilizador a uma pressdo negativa
(vdcuo) de 0,lmm de mercirio com decréscimo da temperatura até -60°C, em
cinco dias. O material liofilizado foi entdo armazenado em “deep freezer” a

86°C.

3.2 Avaliacoes referentes aos frutos e sementes
3.2.1 Determinacio da colorac¢io e tamanho

Os frutos coletados foram analisados com relagdo a cor (sistema
CIELab), utilizando o equipamento Minolta CR- 300 Series. Os parametros de
cor foram medidos a placa branca 9 (L*=92,50; a*=0,3135; b*=0,3193), sendo:
L* (luminosidade: O (preto) a 100 (branco)) e coordenadas de cromaticidade: a*
(-60 (verde) a +60 (vermelho)) e b* (-60 (azul) a +60 (amarelo)). Os frutos
foram seccionados em trés por¢des e as cores das superficies foram medidas em
trés pontos de cada seccdo. A diferenca de cor (AE*) foi obtida por meio da
equacio 2:

AE* = [(AL*)’ + (Aa*)* +(Ab*)* 1%

em que:
AE* = valor para a diferenca de cor;
L* = 92,50 padrao branco;
a* = 0,3135 padrio branco;
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b* = 0,3193 padrdo branco;
AL* = diferenca entre o padrao branco e a leitura da amostra;
Aa* = diferenga entre o padrdo branco e a leitura da amostra;
Ab* = diferenca entre o padrdo branco e a leitura da amostra.
A coloragdo das sementes foi determinada pela comparacdo das
sementes com a Tabela de Munsell® Plant Tissue Color Chart.
O tamanho dos frutos e sementes foi determinado com uso de régua

graduada.

3.2.2 Determinacio do teor de agua dos frutos e sementes (UF e US)

Em cada estddio de desenvolvimento foi determinado o teor de dgua dos
frutos e sementes, utilizando-se o método de estufa a 103°C + 2°C por 17 horas
(Brasil, 1992b), com quatro repeti¢des de cinco frutos cortados em fracdes de
1,5cm. Para as sementes, foram utilizadas quatro repeti¢des de um grama. Os

resultados foram expressos em porcentagem, com base no peso imido.

3.2.3 Determinacio da matéria seca dos frutos e sementes (MSF e MSS)

Os frutos coletados nos diferentes estddios de desenvolvimento (quatro
repeticdes de cinco frutos) foram pesados e cortados em fragdes de 1,5cm,
mantidos em estufa de circulagdo forcada de ar a temperatura de 60°C por 24
horas. Da mesma forma, quatro repeti¢des de um grama de sementes foram
utilizadas para a determinacdo da matéria seca. A porcentagem de matéria seca

foi obtida pela diferenca no peso final em gramas, nas quatro repeti¢des.

3.3 Avaliacoes referentes as sementes
3.3.1 Analise radiografica
As sementes obtidas nos diferentes estadios de desenvolvimento foram

analisadas em sua morfologia interna pela andlise radiografica em equipamento
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Faxitron HP, modelo 43855AX. Para analise, as sementes foram acondicionadas
em laminas transparentes e fixadas com fita adesiva dupla face e submetidas a
radiagdo de 55Kv de intensidade por 25 segundos. Foi utilizado o filme
radiografico Kodak Mim-R 2000, tamanho 18x24cm e a revelagao foi realizada
em processadora de revelacdo de raios X marca Kodak, modelo M35X OMAT

(Oliveira, 2004).

3.3.2 Analise microscopica de tecidos

As sementes coletadas foram fixadas em dlcool 70% e analisadas em
relacdo a sua anatomia interna. A seccdo foi efetuada com lamina de aco
inoxidavel, procedendo-se a clarificagdo dos cortes em solucdo de hipoclorito de
s6dio 20% (v/v do produto comercial), por um periodo de trés a cinco minutos e
trés lavagens em dgua destilada. A coloracdo dos cortes anatomicos foi efetuada
utilizando safra-blau (mistura de safranina e azul de astra), segundo os métodos
descritos por Kraus & Arduin (1997). A montagem das laminas
semipermanentes foi realizada em 4gua glicerinada (1:1), lutadas com esmalte
sintético (Bukatsh, 1972). As fotomicrografias foram realizadas utilizando-se um
fotomicroscopio Olympus BX-60, com filme ASA 100 colorido e aumentos de

4X e 10 X.

3.3.3 Cultivo in vitro de embrides

Os embrides obtidos nos diferentes estddios de desenvolvimento foram
desinfestados com dlcool 70% durante 1 minuto e, posteriormente, com
hipoclorito de s6dio 2% de cloro ativo por 2 minutos. Passaram, em seguida, por
trés lavagens em 4gua destilada e autoclavada e foram extraidos manualmente e
embebidos em uma solugcdo de hipoclorito de sédio 2% por 2 minutos em

camara de fluxo laminar (Soares, 2005). A triplice lavagem em 4gua estéril foi
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repetida, e antes de serem inoculados, os embrides foram banhados em uma

solugdo de fungicida sistémico (Carbendazim) 2% durante 2 minutos.

Os embrides isolados foram mantidos em meio de cultura in vitro, MS
(Murashige & Skoog, 1962), com adicdo de 2% de GA; (4cido giberélico),
carvdo ativado e PVP (polivinilpirrolidona) e em meio WPM (Lloyd &
Mccown, 1980), com 3% de sacarose e 0,6% de dgar. O pH foi ajustado para 5,8
antes da autoclavagem.

Apés a inoculagdo, os frascos com os embrides foram mantidos em sala
de crescimento sob temperatura de 27 * 2°C e intensidade luminosa de 13u
mol.s".m?. Foram realizadas avaliacdes didrias, sendo avaliada a porcentagem
de plantulas normais e anormais em cada tratamento. Foram utilizadas 20
repeticoes de trés sementes para cada estddio de desenvolvimento.

As avaliacdoes foram efetuadas computando-se protrusdo radicular
(emissdo da radicula), plantulas normais aos 14 dias apds inoculacdo (primeira
contagem da germinacdo de embrides) e aos 28 dias apds inoculacdo
(germinabilidade de embrides), além de indice de velocidade de germinacdo de

embrides (Maguirre, 1962).

3.3.4 Teste de germinacao (TG)

Para a realizacdo do teste de germinacdo foram adotadas trés diferentes
metodologias: sem desinfestagdo superficial (testemunha), desinfestacdo com
hipoclorito de sédio — 2% de cloro ativo por 3 minutos e desinfestagdo com
fungicida sistémico (Carbendazim) — 2% por 2 minutos. O teste foi realizado
com quatro repeticdes de 50 sementes, em substrato areia, a 30°C, sob luz
constante. O teste foi conduzido de acordo com as Regras para Andlise de
Sementes (Brasil, 1992b), sendo efetuadas as avaliagdes da protrusdo radicular
(emissdo da radicula) e da porcentagem de plantulas normais aos 14 dias

(primeira contagem) e aos 28 dias apds a semeadura (contagem final).
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3.3.5 Indice de velocidade de germinacio (IVG)

O indice de velocidade de germinacdo foi conduzido juntamente com o
teste de germinacdo, em sementes coletadas nos diferentes estddios de
desenvolvimento, sendo as avaliacdes realizadas diariamente a partir do dia em
que surgiam as primeiras plantulas normais no teste de germinacio. O indice de
velocidade de germinacdo foi calculado segundo a expressdo proposta por

Maguirre (1962).

3.3.6 Determinacio de polifendis

A determinagdo de polifendis nos diferentes estddios de
desenvolvimento foi realizada em parte das sementes liofilizadas. As sementes
foram secadas em estufa com circulagdo for¢ada de ar a 65°C por 3 dias e
moidas. Pesaram-se 2g das amostras em erlenmeyer de 25mL, utilizando-se,
como extrator, S0mL de metanol 80% (Goldstein & Wail, 1963). As amostras
foram aquecidas em chapa metélica a 100°C por 15 minutos, sendo os frascos
vedados com tampa de refluxo, posteriormente filtrados e quantificados segundo

o método Follin-Denis, descrito pela AOAC (1990).

3.3.7 Determinacio de acticares

Amostras de sementes liofilizadas provenientes dos diferentes estddios
de desenvolvimento foram retiradas do ‘“deep-freezer” e, em seguida, foram
moidas em moinho por 20 minutos. Para a extra¢do de acticares, 100mg de
sementes foram pesados em microtubo de 2mL, na presenga de 1mL de dgua
ultrapura, sendo incubados em banho ultrassénico (Ultrason Brason 1510) por
15 minutos. As amostras foram colocadas em banho-maria a 72°C por 15

minutos e centifugados por 5 minutos a temperatura ambiente e 14.000 rpm.
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Os acticares foram separados por meio da técnica da cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC, marca Shimadzu) (Bernal-Lugo & Leopold,
1992). Utilizou-se dgua ultrapura como fase mével, com um volume de injecdo
de 20uL e um fluxo de 1,0mL/minuto (bomba LC — 10 AD — Shimadzu). Os
acucares foram separados em coluna Dextrapak — cartuchos waters — 8mm x
10cm — Radial — Pak e analisados em detector de indices de refracdo (Waters
410), sensibilidade 32x20, polaridade +. Como padrio, foram utilizados os
seguintes agucares e as respectivas dilui¢des: glicose (9,8mg/mL), sacarose

(10,2mg/mL), rafinose (10,3mg/mL), estaquiose (10,2mg/mL).

3.3.8 Determinacio de proteinas resistentes ao calor

As sementes liofilizados nos diferentes estddios de desenvolvimento
foram pesadas (100 mg), moidas por 1 minuto em almofariz, na presenga de
nitrogénio liquido, colocadas em microtubos de 2mL com 1800uL de tampao de
extragdo (50mM tris-HCI-7,5, 500 mM NaCl, 5 mM MgCl,, 1| mM PMSF) e
agitadas em Vortex. O homogeneizado cru foi centrifugado a 14.000 g por 20
minutos a 4°C e o sobrenadante incubado em banho-maria a 80°C, por 10
minutos e novamente centrifugado. O sobrenadante foi vertido em microtubos e
o pellet descartado. Para confeccdo do gel de eletroforese foram aplicados 60uL.
poliacrilamida SDS-PAGE a 12,5% (gel separador) e 6% (gel concentrador).
Antes da aplicacdo no gel, os tubos de amostras contendo 100uL de extrato +
57uL de solucdo tampao da amostra (2,5mL de glicerol, 0,46g de SDS, 20mg de
azul bromofenol e completado o volume para 20mL do tampio de extracdo)
foram colocados em banho-maria com dgua em ebulicdo por 5 minutos
(Blackman et al., 1991). A corrida eletroforética foi realizada a 100V, por cerca
de 6 horas. Apds a migragdo eletroforética, os géis foram corados em coomassie
blue a 0,05%, conforme Alfenas et al. (1991), durante 18 horas e descorados em

solucdo de 4cido acético 10%.
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3.4 Delineamento experimental e analise estatistica

Os ensaios foram conduzidos seguindo o delineamento inteiramente
casualizado.

Os dados foram previamente submetidos aos testes de normalidade dos
residuos e homocedasticidade das variancias. Os dados de teor de 4gua e matéria
seca foram transformados em logaritimo neperiano (e) e os dados de germinagdo
foram transformados em arcseny (x/100).

Os dados obtidos foram submetidos a andlise estatistica PROC GLM do
software estatistico SAS® (SAS INSTITUTE SAS/ STAT, 1990). As médias entre
os tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade e
os dados referentes as contagens foram avaliados pela andlise de regressdo

polinomial.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com os dados climaticos apresentados na Tabela 1, no periodo
de coleta dos frutos e sementes de Tabebuia serratifolia, a temperatura média da
regido variou de 18,5°C aos 47 DAA a 23,0°C aos 39 DAA, enquanto que a
umidade relativa do ar variou de 48% (25 DAA) a 72% (47 DAA), coincidindo
com o periodo anual de maior precipitacdo. A precipitacio média anual da
regido de Lavras, segundo as normais climatoldgicas (Brasil, 1992a), é de
1.529,7mm, concentrada nos meses de outubro a abril, sendo o més de outubro

caracterizado por ser mais seco e mais claro.

TABELA 1. Temperatura minima (Min), média (Med) e mixima (Max), umidade
relativa do ar (UR); precipitacio média acumulada e insolacdo total
verificados durante o periodo da coleta dos frutos e sementes (dias apds a
antese - DAA) de Tabebuia serratifolia (agosto a outubro de 2004).UFLA,
Lavras, MG, 2005.

Datas DAA Temperaturas UR Precipitacio  Insolagdo
°O (%) (mm) (h)
Min Med Max
23/ago 0 13,1 21,0 304 57 0,0 9,2
02/set 10 144 20,1 29,8 58 0,2 8,6
10/set 18 13,7 21,3 30,4 53 0,0 10,1
17/set 25 13,5 21,0 294 48 0,0 10,5
24/set 32 13,7 21,0 255 64 2,9 7,7
01/out 39 164 23,0 32,0 50 0,0 9.9
09/out 47 144 18,5 25,1 72 13,6 5,6
15/out 53 15,7 21,0 27,0 71 8,2 4,6

Fonte: Esta¢do Climatolégica Principal de Lavras. UFLA (2004).
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Nao existem, na literatura, informacdes a respeito da temperatura média
anual requerida para a espécie de T. serratifolia. No entanto, segundo Gentry
(1982), a espécie T. serratifolia ocorre em ambientes ecologicamente diversos,
desde florestas mais ou menos sazonais em solos lateriticos bem drenados a
solos ricos ou arenosos e, as vezes, no Cerrado, onde a temperatura média pode
variar de 25°C a 40°C no verdo e 20°C a 10°C nos meses mais frios. Dessa
forma, a variacdo de temperatura e umidade relativa do ar durante o periodo do
experimento ao longo do processo de maturagdo propiciou a formacgdo das
sementes sem estresse climdtico.

Na Tabela 2, observam-se os resultados de coloracdo e comprimento dos
frutos e sementes de Tabebuia serratifolia nos diferentes estddios de
desenvolvimento (DAA). Pela coordenada AE aos 10, 18 e 25 DAA, a diferenca
de cor foi significativa, seguida de um decréscimo aos 32 e 39 DAA e posterior
acréscimo aos 47 e 53 DAA. A cor dos frutos foi alterada de verde para
amarronzado, ao final do periodo avaliado que coincidiu com a abertura dos
mesmos pelo aparecimento de fendas longitudinais.

A coloragdo dos frutos tem sido freqiientemente associada com o
momento ideal de colheita como para 7. impetiginosa, cuja coloracio dos frutos
variaram de verde intenso com manchas grandes arroxeadas a verde com pontos
arroxeados (Gemaque, 1999; 2002) e para Tabebuia avellanedae (Barbosa et al.,
1992b), com a coloragdo dos frutos tendendo para o amarelo-amarronzado.

O comprimento dos frutos aumentou ao longo do processo de
desenvolvimento, variando de 7 a 18cm. Os frutos atingiram o tamanho méaximo
de 18cm aos 32 DAA, ndo apresentando variac@o apds esse periodo.

Os resultados referentes ao comprimento e largura dos frutos de
Tabebuia serratifolia foram semelhantes aos obtidos para Mimosa
caesalpiniifolia (Alves et al., 2005), Torresia acreana (Firmino et al., 1996),

Pterogyne nitens (Carvalho, 1980), Grevillea banksii (Silveira, 1982), Copaifera
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langsdorffii (Barbosa et al., 1992a), Myroxylon balsamum (Aguiar & Barciela,
1986), Eucalyptus grandis (Aguiar et al., 1988) e Cnidosculus phyllacanthus
(Silva, 2002). Nestas, o tamanho dos frutos ndo variou a partir de determinado
estddio de desenvolvimento, mantendo-se constante até o final do periodo de
maturacdo, sendo considerado um pardmetro inadequado para auxiliar na

determinacdo da maturidade fisiol6gica das sementes.

TABELA 2. Diferenca de coloracdo (AE') e comprimento de frutos e sementes de 7.
serratifolia, durante o desenvolvimento, em funcio de dias apds a antese

(DAA). UFLA, Lavras, MG, 2005.

DAA AE' Cor Comprimento  Cor sementes Comprimento
frutos frutos (cm) sementes (cm)
10 59,67 a verde 7-8 verde-folha 1,0
18 58,70 a verde 10-12 verde-folha 2,0
25 56,41 a verde 15-17 verde-folha 2-2,5
32 16,56 ¢ azulado +de 18 verde-amarelo 2,5
39 9,39 ¢ verde- +de 18 verde- 2,5
azulado amarronzado
47 60,38 a verde- +de 18 verde- 2,5
amarronzado amarronzado
53 42,16 b  amarronzado +de 18 amarronzado 2,5-3,0

'Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a

5% de probabilidade.

A coloragdo das sementes variou de verde-folha a amarronzado,

semelhante a encontrada para sementes de Tabebuia impetiginosa, que variou,
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durante o desenvolvimento, de verde a verde-amarelo-amarronzado (Gemaque,
1999; 2002).

O comprimento das sementes atingiu valores de 1,0 a 3,0cm. Com
relacdo a largura, ndo foram verificados valores superiores a 1cm das sementes
nos diferentes estadios de desenvolvimento (Tabela 2).

No presente trabalho, o padrdo de crescimento das sementes foi
semelhante ao descrito por Carvalho & Nakagawa (2000) ao relatarem que, de
maneira geral, as sementes aumentam de tamanho rapidamente, atingindo o
méaximo num periodo de tempo curto, em relacdo a duracgio total do periodo de
maturacdo. Segundo Silveira (1982), essa relativa rapidez com que as sementes
atingem tamanho méiximo deve-se, possivelmente, a necessidade que as
sementes tém de manter um alto teor de dgua durante a fase de mais intenso
acimulo de massa seca. Para sementes de Euterpe edules, (Lin, 1986) e
Andenanthera peregrina (Lopes et al., 1991), o aumento em tamanho das
sementes revelou ser um bom indicativo da maturidade fisioldgica.

Os teores de dgua dos frutos e sementes podem ser visualizados na
Figura 2. Os dados dos teores de dgua de frutos e sementes ajustaram-se ao
modelo cibico. O maior valor para teor de dgua dos frutos e sementes foi
alcangado aos 39 DAA. Apés esse periodo, observou-se reducdo lenta no teor de
dgua para frutos, aos 47 DAA e para sementes, aos 53 DAA.

Os resultados encontrados para sementes de 7. serratifolia coincidem
com o que foi descrito por Marcos Filho (2005), que afirma que o teor de dgua
do 6vulo recém-fecundado € de, no minimo, 80% (base umida). Esse valor
decresce durante o processo de maturagdo, embora permaneca relativamente
elevado durante todo esse periodo.

Esta varia¢do no teor de dgua nos frutos e sementes, durante o processo
de maturacdo, foi comentada por Carvalho & Nakagawa (2000) como fato

esperado, uma vez que ja foi observada para sementes de inimeras espécies
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florestais nativas, a exemplo de Enterolobium contortisiliquum (Borges et al.,
1980), Dalbergia nigra (Martins & Silva, 1997), Cnidosculus phyllacanthus
(Silva, 2002), Mimosa caesalpiniifolia (Alves et al., 2005) e Mucuna aterrima
(Nakagawa et al., 2005).
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FIGURA 2. Gréficos e equacdes representativas das modificagdes ocorridas no
teor de dgua de frutos e sementes de Tabebuia serratifolia durante
o desenvolvimento, em funcdo dos dias apds a antese (10, 18, 25,

32,39, 47 e 53 DAA). UFLA, Lavras, MG, 2005.

O teor de dgua dos frutos e sementes é considerado, por alguns autores,
como indice eficaz para auxiliar na determinag¢do da maturidade fisiolégica das
sementes de espécies como Pterogyne nitens (Carvalho, 1980), Anadenanthera

macrocarpa (Souza & Lima, 1985), Podocarpus lambertii (Ragagnin et al.,

40



1994), Grevillea banksii (Silveira, 1982), Myroxylon balsamum (Aguiar &
Barciela, 1986), Eucalyptus grandis (Aguiar et al., 1988), Tabebuia avellanedae
(Barbosa et al., 1992b), Inga uruguensis (Figliolia & Kageyama, 1994), Torresia
acreana (Firmino et al., 1996), Dalbergia nigra (Martins & Silva, 1997),
Cedprella fissilis (Corvello et al., 1999), Cnidosculus phyllacanthus (Silva, 2002)
e Mimosa caesalpiniifolia (Alves et al., 2005).

Os dados referentes ao acimulo de matéria seca nos frutos ajustaram-se
ao modelo quadritico e, nas sementes, ao modelo cubico (Figura 3).
Verificaram-se valores mdximos de matéria seca nos frutos aos 47 DAA e nas
sementes aos 53 DAA.

Tal comportamento foi semelhante ao descrito por Carvalho &
Nakagawa (2000), ou seja, o acimulo de matéria seca em uma semente em
formacao, inicialmente, ocorre de maneira lenta, seguida de uma fase de rdpido e
constante acimulo. No final do processo, a matéria seca pode apresentar um
pequeno decréscimo, como resultado de perdas pela respiracao.

A utilizacdo da matéria seca como indice de maturacao foi eficaz para a
determinacdo do ponto de maturidade fisiolégica de sementes de diferentes
espécies, como Grevillea banksii (Silveira, 1982), Anadenanthera macrocarpa
(Souza & Lima, 1985), Myroxylon balsamum (Aguiar & Barciela, 1986),
Eucalyptus grandis (Aguiar et al., 1988), Tabebuia avellanedae (Barbosa et al.,
1992b), Inga uruguensis (Figliolia & Kageyama, 1994), Torresia acreana
(Firmino et al., 1996), Dalbergia nigra (Martins & Silva, 1997), Cedrella fissilis
(Corvello et al., 1999), Cnidosculus phyllacanthus (Silva, 2002) e Mimosa
caesalpiniifolia (Alves et al., 2005). No entanto, Barbosa et al. (1992a)
observaram que o acimulo de massa seca nos frutos e nas sementes de
Copaifera langsdorfii Desf. nao foi um bom indicador de maturidade fisiol6gica.
A discussdo sobre os parametros mais adequados para avaliagdo da maturidade

fisiol6gica de sementes evoluiu nos dltimos anos, com a evidéncia de que nem
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sempre todos os pardmetros avaliados atingem o miximo de matéria seca em

periodos coincidentes.
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FIGURA 3. Gréficos e equacdes representativas das modificagdes ocorridas no
acimulo de matéria seca de frutos e sementes de Tabebuia
serratifolia durante o desenvolvimento, em funcdo dos dias apds a
antese (10, 18, 25, 32, 39, 47 e 53 DAA). UFLA, Lavras, MG,
2005.

As sementes de 7. serratifolia foram visualizadas internamente pela
andlise radiogréfica (Figura 3). Aos 10 DAA, as sementes ainda se encontravam
em formacdo; aos 18 DAA, suas estruturas internas nao estavam totalmente
formadas e sua estrutura externa (tegumentos) apresentava-se menos espessa ao

observado no final do desenvolvimento. Aos 25 e 32 DAA, a estrutura interna
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das sementes ainda apresentava um formato alongado horizontalmente e, s6 aos
39 DAA, as sementes se encontravam aparentemente formadas, gerando,
inclusive, maior porcentagem de plantulas normais no cultivo in vitro. As
estruturas internas foram melhor visualizadas aos 53 DAA, provavelmente
devido ao acimulo de matéria seca neste estadio de desenvolvimento, ao menor
teor de dgua e a maior diferenciacdo dos tecidos com densidades diferentes.
Segundo Carvalho (1999), o teor de 4gua da semente e a variagdo da densidade
de tecidos internos tém grande influéncia na qualidade das imagens
radiogréficas.

A andlise radiogréfica possibilita a classificacdo das sementes em funcio
do estddio de desenvolvimento, da morfologia dos embrides e permite inferir
sobre a qualidade fisiolégica de um lote de sementes de acordo com os
resultados obtidos para Bauhinia torficata (Mattos & Medeiros, 2000), Lithrae
molleoides (Machado & Cicero, 2003), Peltophorum dubium (Oliveira et al.,

2003), Tabebuia serratifolia e Tabebuia impetiginosa (Oliveira, 2004).
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FIGURA 4. Imagens radiogréficas de sementes de Tabebuia serratifolia com as
respectivas plantulas resultantes do cultivo in vitro, durante o
desenvolvimento, em funcao dos dias ap6s a antese (10, 18, 25, 32,

39, 47 e 53 DAA). UFLA, Lavras, MG, 2005.

Pela andlise microscdpica da regido do eixo embriondrio das sementes

de Tabebuia serratifolia (Figura 5), observa-se, aos 10 DAA, o estadio globular
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dos embrides, no qual ocorrem divisdes sucessivas e aumento do tamanho das
células, com a distincio do suspensor. A partir desse estddio de
desenvolvimento, os embrides encontram-se no estadio torpedo, caracterizado
pelo desenvolvimento e pela diferenciacio do hipocétilo e da radicula. O
embrido maduro é formado aos 53 DAA.

A evolugdo do desenvolvimento embriondrio sugeriu um padrdo
ortodoxo como o encontrado por Estanislau (2002), para sementes de cafeeiro. O
autor detectou todas as fases de desenvolvimento do embrido, constatando que o
embrido maduro ocorre nos frutos no estiddio cereja aos 225 dias apds a antese.
Porém, o estadio torpedo (embrido completamente diferenciado) ocorre ja aos

150 dias apds a antese.
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FIGURA 5. Fotomicrografias da regido do eixo embriondrio de sementes de
Tabebuia serratifolia durante o desenvolvimento, em funcdo dos
dias apds a antese (10, 18, 25, 32, 39, 47 e 53 DAA), obtidas pela
microscopia de luz. A barra corresponde a 10um. A seta indica o
suspensor (S). Distigue-se o formato do eixo embriondrio globular
(G), torpedo (TO) e embrido maduro (M). UFLA, Lavras, MG,
2005.
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Com relacdo ao estabelecimento in vitro de embrides de T. serratifolia
ao longo do desenvolvimento, ndo foram observadas diferencgas significativas
entre os meios de cultura MS e WPM nos diferentes estddios de
desenvolvimento para todos pardmetros avaliados no cutlivo in vitro (Anexo
10A). Incrementos na germinag¢do dos embrides iniciaram aos 10 DAA, sendo os
valores maximos de protrusdo radicular, plantulas normais (primeira contagem)
e germinabilidade de embrides observados aos 39 DAA, ajustando-se ao modelo
ctibico. A maior velocidade de germinacdo ocorre aos 25 DAA, ajustando ao
modelo cibica para o meio de cultura MS e ao modelo quadratico para o meio
WPM (Figuras 6, 7, 8 € 9; Anexos 7A, 8A, e 9A). Apds atingirem valores
méximos, foram observados descrécimos, tanto para protrusao radicular, como
para plantulas normais (primeira contagem), germinabilidade dos embrides e
indice de velocidade de germinagdo.

Estanislau (2002) observou, para sementes de cafeeiro, que os embrides
isolados mostraram capacidade germinativa antes das sementes. De maneira
geral, pode-se observar que os embrides apresentam germinabilidade em

estadios imaturos do desenvolvimento das sementes.
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FIGURA 6. Protrusdo radicular em meio de cultura MS e WPM de embrides de

Primeira Contagem (%

T. serratifolia durante o desenvolvimento, em funcdo dos dias apds

a antese (10, 18, 25, 32, 39, 47 e 53 DAA). UFLA, Lavras, MG,

2005.
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FIGURA 7. Plantulas normais (primeira contagem) da germinacdo em meio de

cultura MS e WPM de embrides de T. serratifolia durante o

desenvolvimento, em funcao dos dias apés a antese (10, 18, 25, 32,

39,47 e 53 DAA). UFLA, Lavras, MG, 2005.
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FIGURA 8. Germinabilidade em meio de cultura MS e WPM de embrides de 7.
serratifolia durante o desenvolvimento, em funcdo dos dias apds a

antese (10, 18, 25, 32, 39, 47 e 53 DAA). UFLA, Lavras, MG, 2005.
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FIGURA 9. Indice de velocidade de germinacio em meio de cultura MS e WPM
de embrides de 7. serratifolia durante o desenvolvimento, em

fun¢do dos dias apds a antese (10, 18, 25, 32, 39, 47 e 53 DAA).
UFLA, Lavras, MG, 2005.
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Pela anélise da germinacdo das sementes, os dados referentes a protrusdo
radicular, primeira contagem, contagem final e indice de velocidade de
germinacdo se ajustaram ao modelo quadritico (Figuras 10, 11, 12 e 13). A
germinacdo das sementes de Tabebuia serratifolia iniciou a partir de 32 DAA,
em todos parimetros avaliados, sendo os valores maximos de protrusio
radicular, primeira contagem, contagem final e indice de velocidade de
germinacdo, verificados para as sementes aos 53 DAA, coincidindo com o maior
acimulo de matéria seca (Figura 3) e com a abertura dos frutos. Comportamento
semelhante de maxima germinagdo associada com o periodo de abertura de
frutos foi registrado para sementes de Paullinia cupana (Carvalho et al., 1983),
Copaifera langsdorfii (Barbosa et al., 1992a) e Tabebuia impetiginosa
(Gemaque, 1999; 2002), as quais apresentam maximos valores de germinagdo e
matéria seca e reduzidos valores de teor de dgua por ocasido da deiscéncia e
dispersdo das sementes. Guimaraes (2000) relata, para sementes de cafeeiro, que
a viabilidade e o vigor aumentam com o avanco da maturagdo das sementes,
apresentando melhores resultados nos estddios mais avancados.

Para Tabebuia avellanedae, a maturidade fisioldgica das sementes é
obtida aos 105 dias apds a antese, ocasido em que se observou uma elevacio
acentuada nos valores de porcentagem, indice de velocidade de germinacdo e
matéria seca (Barbosa et al., 1992b). Para sementes de Andenanthera
macrocarpa, a germinacdo maxima ocorre aos 220 dias apds a frutificacao
(Souza & Lima, 1985); para Myroxylon balsamum, aos 118 dias apds o
florescimento (Aguiar & Barciela, 1986); para Copaifera langsdorfii, aos 95
dias ap6s a antese (Barbosa et al., 1992a); para Podocarpus lambertii, aos 131
dias ap0s o florescimento (Ragagnin et al., 1994); para Dalbergia nigra, aos 335
dias apés o florescimento (Martins & Silva, 1997) e para Mimosa
caesalpiniifolia, o periodo de maturidade fisioldgica ocorre entre 157 e 168 dias

apods a antese podendo ser colhida até 189 dias apds a antese, uma vez que, a
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partir deste periodo, comeca a ocorrer perda de frutos e sementes, devido a
dispersdo natural (Alves et al., 2005).

Alteracdes na porcentagem de germinagdo das sementes ndo
desinfestadas (testemunha) e desinfestadas com fungicida sist€émico
(Carbendazim) ndo foram significativas; ja o tratamento com hipoclorito de
sodio acarretou em reducio na porcentagem de germinacgdo. Oliveira (2004) nao
observou diferencas significativas entre os tratamentos de hipoclorito de sédio e
benomyl com relagdo a testemunha, quando desinfestou sementes de Tabebuia
serratifolia e T. impetiginosa.

Vale salientar que, possivelmente, as variagdes na porcentagem de
germinacdo decorrentes dos tratamentos de desinfestacdo encontradas neste
trabalho nio foram devido & presenca de microrganismos nas sementes e, sim,
devido ao efeito fitotéxico. Isso porque, as sementes, nos estadios iniciais do
desenvolvimento, ainda ndo se encontram com suas estruturas externas

formadas.
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Protrusido (%)

0O 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55

Dias apds a antese

..... 0 Testemunha y = 1,75493 — 0,928997x + 0,053044x*> R’= 85,24 %
— A Fungicida y = 31,436553 — 6,014682x + 0,296281x* — 0,003072x* R*= 77,06 %

--- ® Hipoclorito de sédio y = 40,753003 — 4,711828x + 0,112495x* R*= 87,69%

FIGURA 10. Protrusdo radicular nos diferentes métodos de desinfestagao de
sementes de T. serratifolia durante o desenvolvimento, em funcéo

dos dias ap6s a antese (10, 18, 25, 32, 39, 47 e 53 DAA). UFLA,
Lavras, MG, 2005.
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Primeira contagem (%

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55

Dias apds a antese

..... 0 Testemunha y = 18,777432 — 2,588926x + 0,078825x* R?= 94,18 %

— A Fungicida y = 21,934247 — 3,740116x + 0,160475x* - 0,001221x> R*=91,87 %
--- ® Hipoclorito de sédio y = 36,467959 — 4,176250x + 0,098549x* R*= 86,56%

FIGURA 11. Primeira contagem da germinacdo nos diferentes métodos de
desinfestacdo de sementes de 7. serratifolia durante o
desenvolvimento, em fun¢@o dos dias apds a antese (10, 18, 25,

32,39,47 e 53 DAA). UFLA, Lavras, MG, 2005.
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Germinagdo (%,

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55

Dias apds a antese

..... 0 Testemunha y = 6,896460 — 1,428066x + 0,060742x> R*= 88,97 %
— A Fungicida y = -2,060985 — 0,64867x + 0,049754x*> R*=93,17 %
--- * Hipoclorito de sédio y = 49,935536 — 4,868520x + 0,113722x> R?= 88,05%

FIGURA 12. Contagem final da germinacdo com diferentes métodos de
desinfestacdo de sementes de 7. serratifolia durante o
desenvolvimento, em func¢do dos dias ap6ds a antese (10, 18, 25,

32, 39,47 e 53 DAA). UFLA, Lavras, MG, 2005.
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0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55

Dias apds a antese

..... o Testemunha y = 2,345907 — 0,03775x + 0,008526x> R’= 88,93 %
— A Fungicida y = 1,168130 — 0,19691x + 0,007208x> R’=91,76 %

--- ¢ Hipoclorito de sédio y = 3,748806 — 0,442259x + 0,0107x* R*= 79,60%

FIGURA 13. Indice de velocidade de germinacio nos diferentes métodos de
desinfestacdo de sementes de 7. serratifolia durante o
desenvolvimento, em fun¢do dos dias apds a antese (10, 18, 25,

32, 39,47 e 53 DAA). UFLA, Lavras, MG, 2005.
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Em relacdo aos teores de polifendis, esses foram superiores aos 10 DAA
e inferiores aos 32 DAA, seguidos de acréscimo aos 39 DAA e permacendo, a
partir deste estddio, quase que constante, ajustando-se ao modelo quadratico
(Figura 14; Anexo 11A). Esse resultado coincidiu com o encontrado por Santos
et al. (1991), que relatam que a presenga de compostos fendlicos decresce com o
processo de maturagao e durante os primeiros anos de armazenamento.

O teor de polifendis inferior aos 53 DAA, comparado com os estddios
iniciais do desenvolvimento, provavelmente pode ter sido propiciado pela maior
atividade da enzima polifenoloxidase e, conseqiientemente, maior oxida¢io dos
polifendis, que constituem seu principal substrato. Pimenta & Vilela (2001)
verificaram, para sementes de cafeeiro, teores de polifendis superiores na
colheita antecipada e diminuicdo gradativa dos mesmos com o amadurecimento

dos frutos.

Polifendis (%"
o

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
Dias ap6s antese
y= el,799565 _ e0,084157X + eO,OOOQSIXZ R2= 90,66 %
FIGURA 14. Teores de polifendis de sementes de 7. serratifolia durante o
desenvolvimento, em funcio dos dias apds a antese (10, 18, 25,

32,39,47 e 53 DAA). UFLA, Lavras, MG, 2005.
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A comparagdo entre os resultados de germinacdo in vitro e os teores de
polifendis, permite observar a coincidéncia de menor germinacdo de embrides
com o periodo de maior teor de polifendis (Figuras 7 e 14).

Segundo Bewley & Black (1994), a oxidacdo fendlica é um dos
problemas que podem promover alteragdes na germinagdo, ja que os compostos
fendlicos reduzem a disponibilidade de oxigénio no interior das sementes,
restringindo o processo germinativo.

Na Figura 15 estd apresentado o resultado da andlise cromatografica de
acucares nas sementes de Tabebuia serratifolia nos diferentes estadios de
desenvolvimento. As variagdes quantitativas dos aglcares em porcentagem
podem ser verificadas na Tabela 3. O maior teor médio encontrado para glicose
foi de 8,8%, aos 10 DAA, apds o que ocorram descrécimos no teor de acticares
até 39 DAA, seguidos de posteriores acréscimos. O nivel de translocacdo de
sacarose € crescente até 32 DAA; a partir deste estadio, o teor permanence quase
que constante, constituindo reserva das sementes.

Para a estaquiose, foram observados valores crescentes até 32 DAA,
seguido de um descrécimo aos 39 e 47 DAA e posteriores acréscimos aos 53
DAA. Ja a rafinose s6 foi encontrada aos 25 e 32 DAA, coincidindo,
provavelmente, com o inicio do processo de maturacdo. A relacdo
glicose:sacarose foi superior aos 18 DAA e inferior aos 32 DAA. J4 a relagdo de
sacarose:estaquiose foi superior aos 39 e 47 DAA, seguida de um brusco
decréscimo aos 53 DAA. A relacdo rafinose:sacarose foi superior aos 32 DAA e
inferior aos 25 DAA.

Segundo Vertucci & Farrant (1995), durante os ultimos estddios de
maturagao em sementes ortodoxas, os niveis de monossacarideos sao reduzidos,
possivelmente pela formagdo preferencial de oligossacarideos. A redugdo de
contetido de monossacarideos resulta na redugdo do substrato respirdvel e pode

impor a quiescéncia metabdlica, limitando a fonte de radicais livres.
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TABELA 3. Teores (%) de glicose (G), sacarose (S), estaquiose (E) e rafinose (R) em
sementes de Tabebuia serratifolia durante o desenvolvimento, em funcio

dos dias apds a antese (10, 18, 25, 32, 39, 47 e 53 DAA). UFLA, Lavras,

MG, 2005.
DAA Teores e relacdo de agucares
Glicose Sacarose Estaquiose Rafinose Rel. Rel. Rel.
G/S S/E R/S
10 8,828 0 0,139 0 0 0 0
18 7,648 0,274 0,221 0 27,912 1,239 0
25 5,058 1,04 0,540 0,033 4,863 1,926 0,032
32 3,270 2,801 0,454 0,191 1,167 6,169 0,068
39 1,982 0,895 0,001 0 2,215 895 0
47 2,456 0,619 0,001 0 3,968 619 0
53 2,293 0,817 0,228 0 2,801 3,583 0
MEDIA 4,505 0,921 0,226 0,032

Com relag@o a maturacdo, diversas pesquisas tém sido correlacionadas a
aquisicdo ou perda de tolerdncia a dessecacdo com agucares redutores, a
exemplo de sementes de mostarda (Fischer et al., 1988), milho (Chen & Burris,
1990), ervilha, soja e milho (Koster & Leopold, 1988), Brassica campestris
(Leprince, 1992; Leprince et al., 1992) e café (Guimaraes, 1999; Lima, 2005) De
acordo com esses dados, os tecidos formados durante a maturagao e tolerantes a
dessecacdo sdo caracterizados por apresentarem alta quantidade de sacarose e
oligossacarideos (estaquiose ou rafinose) (Kuo et al., 1988) e por apresentarem
auséncia ou, pelo menos, baixa quantidade de monossacarideos redutores, como
galactose, manose, glucose e frutose. Ao contrério, os tecidos intolerantes a
dessecacdo sdo geralmente dotados de altas concentracdes de monossacarideos e
baixas concentracdes de dissacarideos e sacarideos maiores. Todavia, diversos
autores relataram uma alta concentragdo de sacarose e oligossacarideos, durante
o desenvolvimento de sementes recalcitrantes, sensiveis a dessecagdo, sugerindo
que a capacidade de tolerar desidratacdo ndo ocorre somente por causa da

presenca daqueles sacarideos (Farrant et al., 1993).
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Foi observada, ainda, relacdo glicose:sacarose de 75:26 aos 53 DAA em
sementes de Tabebuia serratifolia, coincidindo com caracteristicas de sementes
intolerantes a dessecagcdo, em que a relagdo é de 75:25 (glicose:sacarose),
segundo Koster & Leopold (1988).

Pelo perfil eletroforético de proteinas resistentes ao calor (Figura 16),
pode ser observada a presenga de bandas em sementes de 7. serratifolia nos
diferentes estadios de desenvolvimento. E evidente a auséncia de bandas na
parte superior do zimograma, quando comparado com o controle (sementes de
soja) e a presenca de bandas com baixos pesos moleculares, ao redor de 10KDa,
apresentando alteracdes na intensidade com o avango da maturagdo. Verifica-se
maior intensidade das bandas aos 25, 32 € 53 DAA e menor intensidade aos 39 e
47 DAA.

Vale salientar ainda que a menor intesidade de bandas observadas aos 39
DAA correlacionou-se com a reducdo dos teores de aguicares redutores. Apesar
das proteinas resistentes ndo apresentarem atividade catalitica, esse resultado
coincide com a maior germinabilidade de embrides no cultivo in vitro, em que,
aos 39 DAA, houve um incremento na qualidade fisiolégica das sementes de 7.
serratifolia.

Segundo Walters et al. (1997), as proteinas resistentes ao calor possuem
alta solubilidade em 4gua e estabilidade mesmo na ebuli¢do, que € atribuida a
sua grande propor¢do de aminodcidos hidrofilicos, particularmente glutamina e
glicina. Além disso, essas proteinas se armazenam nos ultimos estddios do
desenvolvimento das sementes, coincidindo com a tolerancia a dessecagao.

Em sementes de Ranunculus sceleratus, houveram modificacdes
qualitativas e quantitativas nas LEA proteinas, conforme o estddio de maturagio
e o grau de duracdo do estresse hidrico (Wechsberg et al., 1994); em sementes
de Avicennia marina, intolerantes a dessecacdo, ndo se constataram tais

modificagdes (Farrant et al., 1992). Vieira (2005), para sementes de Cupania
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vernalis, encontrou expressdo de proteinas termorresistentes (HSPs) em resposta

a desidratacg@o.

FIGURA 16. Perfil eletroforético de proteinas resistentes ao calor de sementes
de Tabebuia serratifolia durante o desenvolvimento, em fungdo dos
dias ap6s a antese (10, 18, 25, 32, 39, 47 e 53 DAA). Padrdo Protein
Ladder (P) de 220 a 10kDa. Controle soja (S). UFLA, Lavras, MG,
2005.

O estudo dos aspectos morfofisiolégicos durante o desenvolvimento das
sementes de Tabebuia serratifolia permite a observagdo de resultados
coincidentes em relacdo a varios pardmetros. Até os 25 DAA foi observada a
diferenciacdo de tecidos que antecedeu o processo de maturacio das sementes de

Tabebuia serratifolia. Paralelamente a histodiferenciacdo houve um aumento
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gradual do tamanho do embrido que atingiu 2,5cm, alteragdes na coloracido dos
frutos de verde para verde-azulados e evolucdo do estddio de desenvolvimento
dos embrides de globular para torpedo. Altera¢des bruscas de caracteristicas,
como mudancas significativas na colorag¢do de frutos e sementes e visualizagio
de estruturas internas pela andlise radiogréfica, ocorreram também aos 39 DAA.
Associadas a essas mudangas foram observadas alteracdes fisioldgicas, como
maior teor de dgua, inicio do actimulo de matéria seca, incrementos rapidos na
germinacdo e indice de velocidade de germinagdo, producdo de plantulas mais
vigorosas na germinagdo in vitro, redugdo de polifendis, redugdo na intensidade
de bandas de proteinas resistentes ao calor de baixo peso molecular e redugao de
acticares com glicose, sacarose, estaquiose e rafinose.

Todas essas alteracdes que ocorreram aos 39 DAA, segundo Bewley &
Black (1994), sdo indicativas do inicio da maturacdo. J4 aos 53 DAA houve
acimulo de agucares redutores e o aumento na intensidade de bandas de
proteinas resitentes ao calor, que segundo o mesmo autor indicam a aquisi¢do da
tolerdncia a dessecacdo pelas espécies.

Com base nos dados obtidos nas avaliacdes das sementes foi proposto
um modelo de desenvolvimento de sementes de Tabebuia serratifolia (Figura

17).

A partir desse modelo, ¢ possivel identificar ou alocar eventos
morfofisioldgicos, durante o desenvolvimento, para que, cada vez mais, se possa
entender os processos € mecanismos que regem o desenvolvimento com o

intuito que obter sementes de qualidade, visando a conservagdo da espécie

Tabebuia serratifolia.
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FIGURA 17. Modelo descritivo do desenvolvimento de sementes de Tabebuia
serratifolia. (a) Identificagcdo das fases de desenvolvimento em
funcdo dos dias apés a antese 10, 18, 25, 32, 39, 47 e 53 DAA; (b)
Desenvolvimento em fun¢do da coloracdo dos frutos; (c)
Desenvolvimento em funcdo do tamanho das sementes; (d)

Embriogénese dos embrides (formato). UFLA, Lavras, MG, 2005.
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5 CONCLUSOES

Em sementes de Tabebuia serratifolia, a fase de histodiferenciagcdo se
encerra em torno dos 25 DAA, quando entdo se inicia a maturagdo das sementes
até os 53 DAA.

As alteracdes iniciais indicativas da maturacdo de sementes de Tabebuia
serratifolia ocorrem a partir dos 39 DAA, quando sdo observadas variagdes na
coloracdo e no tamanho de frutos e sementes, visualizacdo das estruturas
internas pela andlise radiografica, aumento no teor de 4gua, matéria seca e
porcentagem de germinacdo de sementes e embrides, além de reducdo dos
actucares redutores e das proteinas resistentes ao calor.

A maturidade fisioldgica das sementes de Tabebuia serratifolia é
alcancada aos 53 DAA, coincidindo com o acimulo maximo de matéria seca,
germinacdo e indice de velocidade de germinacdo, além de decréscimo no teor
de polifendis, maior intensidade de bandas de proteinas resistentes ao calor e

inicio da abertura dos frutos.
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TABELA 11A. Teores de médios (%) de polifendis para sementes de T.
serratifolia, nos diferentes dias apds a antese. UFLA, Lavras,

MG, 2005.
Dias ap6s a antese Teor de polifendis (%)

10 2,75
18 1,93
25 1,06
32 0,79
39 1,10
47 1,03
53 1,11
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