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Se ndo puderes ser um pinheiro, no topo de uma colina,
Sé um arbusto no vale mas sé

O melhor arbusto a margem do regato.

Sé um ramo, se ndo puderes ser uma arvore.

Se ndo puderes ser um ramo, sé um pouco de relva
E da alegria a algum caminho.

Se nado puderes ser uma estrada,

Sé apenas uma senda,

Se ndo puderes ser 0 Sol, sé uma estrela.

Nao é pelo tamanho que teras éxito ou fracasso...
Mas sé o melhor no que quer que sejas.

Pablo Neruda






Resumo

Polygala sellowiana é uma espécie nativa da zona de campos do Planalto
Meridional Sul que apresenta potencial medicinal. O objetivo deste
trabalho foi estudar aspectos da qualidade fisioldgica e morfohistol6gicos
de sementes de P. sellowiana visando gerar subsidios para a propagagdo
e conservacao desta espécie. As sementes foram coletadas em Rancho
Queimado/SC. Foi determinado o conteldo de dgua na semente através
do método de secagem por estufa. No teste do tetrazélio, as sementes
foram separadas em dois tratamentos, intactas e escarificadas e, apés
embebicéo em agua foram imersas em solucdo de tetrazolio 0,1% a 25°C
por 1 hora. As sementes foram submetidas ao teste de germinagéo no qual
foram avaliados os efeitos do &cido giberélico 500 UM (GA3), do estado
do tegumento (escarificado e intacto) e diferentes fotoperiodos (24H, 10H
e OH). Foi calculada a porcentagem final de germinacdo e indice de
velocidade de germinagdo (IVG). Para a andlise histolégica das sementes,
foram confeccionadas laminas permanentes com historesina e apés
coradas com azul de toluidina (ATO), azul de Comassie (CCB) e acido
periddico de Schiff (PAS). As sementes de P. sellowiana apresentaram
conteldo de agua de 12,5%. O teste do tetrazdlio indicou a viabilidade de
sementes de P. sellowiana. Foi observado que o rompimento do
tegumento (escarificadas) induziu porcentagem maior de sementes
vidveis comparativamente as sementes intactas. O periodo 6timo de
embebicdo para aplicacdo do teste de tetrazdlio é de 8 horas e 24 minutos.
Na presenca de GA3 as sementes iniciaram a germinacao seis dias ap6s o
inicio do experimento estabilizando em 25 dias. O GA3 afetou
significativamente a germinacdo das sementes de P. sellowiana, com
89,33% de sementes germinadas, comparativamente ao tratamento
controle, com 0,67% de sementes germinadas, independente do
fotoperiodo ou do estado do tegumento da semente. Os valores médios de
IVG na presenca de GA3 também foram significativamente superiores
(1,55) quando comparados a auséncia deste fator (0,05) independente do
fotoperiodo ou estado do tegumento. Externamente as sementes
apresentam tegumento piloso, apéndice bilobado e elaiossomo. A analise
histolégica das sementes evidenciou a presenca de duas principais
estruturas: uma externa denominada endosperma e, internamente a ela, o
embrido. O embrido com dois cotilédones apresentou regido
meristematica apical e radicular e a presenca de procambio. A reacdo de
metacromasia, por meio da coloracdo com ATO, nas paredes celulares
(cor plrpura) indica a presenca de polissacarideos e/ou pectinas, que
também foram observadas na regido que reveste o endosperma. As células



do tecido cotiledonar apresentaram compostos de reserva de natureza
proteica, assim como as células do endosperma, evidenciadas pela
coloracdo CBB. Estes sdo os primeiros dados gerados sobre sementes de
P. sellowiana e a continuidade destes estudos pode contribuir para o0 uso
e propagacao de uma espécie nativa com potencial medicinal.

Palavras-chave: Polygalaceae. P. sabulosa. Germinacdo. Acido
giberélico. Dorméncia.
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1. Introducéo

A familia Polygalaceae compreende 19 géneros e cerca de 1300
espécies e apresenta  distribuicdo  cosmopolita  ocorrendo
predominantemente em regides tropicais e temperadas (Ludtke, 2008).
No Brasil foram relatados oito géneros tais como, Acanthocladus
Klotzschex Hassk., Barnhartia Gleason, Bredemeyera Willd.,
Diclidanthera Mart., Monnina Ruiz & Pav., Moutabea Aublet, Polygala
e Securidaca L. (Ludtke et al., 2013), géneros estes que ocorrem em
praticamente todas as formacdes vegetais do pais o que faz desta familia
um objeto de pesquisa adequado para estudos comparados entre as
distintas formacdes vegetais brasileiras (Aguiar, 2008). Existe também
um grande interesse nesta familia devido & sua importancia medicinal,
que ainda é economicamente pouco explorada. Dentre essas espécies
pode-se destacar Polygala sellowiana A. St. - Hil. & Moqg., conhecida
popularmente como “timuto-pinheirinho”. E uma erva perene, higrofita e
heli6fita, endémica da zona de campos do Planalto Meridional, onde
apresenta vasta e expressiva dispersdo (Wurdack & Smith, 1971).
Atualmente P. sellowiana ocorre nos estados de Minas gerais, Sdo Paulo,
Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (Ludtke et al., 2013).

Todos os trabalhos realizados na area de fitorremediacao utilizam
0 nome desta espécie como Polygala sabulosa dado por Bennett em 1874.
Recentemente, em uma revisdo da nomenclatura das espécies da familia
Polygalaceae (Pastore, 2014) a espécie foi renomeada utilizando a
nomenclatura de Saint-Hilaire & Moquin-Tandon (1828), ou seja,
Polygala sellowiana pelo qual sera referida no presente trabalho.

A planta é encontrada preferencialmente em locais Umidos,
brejos, turfeiras, campos graminosos e menos frequentemente ocorre em
solos rasos, secos e rochosos (Wurdack & Smith, 1971; Ludtke et al.,
2013). A espécie (Figura 1), possui inflorescéncias do tipo racemo, frutos
do tipo capsula e sementes puberulas. As sementes variam o seu tamanho
de 1,2 a 1,4mm, possuem endosperma, embrido continuo e presenca de
elaiossomos (Marques & Aguiar, 2007; Ludtke, 2008). Segundo Lisci et
al. (1996), a presenca do elaiossomo esta associada com a dispersdo das
sementes, uma vez que esta estrutura composta por lipideos e proteinas,
estabelece um importante papel ecol6gico como uma recompensa para
formigas na natureza, colaborando na dispersdo. Este mesmo autor sugere
que essa estrutura pode também estar associada com as relagdes hidricas,
armazenamento, hidratacdo e dorméncia das sementes.
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Figura 1. Planta de Polygala sellowiana, novembro de 2014. Serra da Boa
Vista/SC.

As plantas do género Polygala sdo bastante utilizadas na
medicina alternativa, para fins de anestésico de uso topico, no tratamento
de desordens do figado e dos rins (Soldi et al., 2012 e Borges et al., 2014).
Uma grande parte dos estudos com P. sellowiana se refere a obtengdo de
compostos quimicos e posterior analise da atividade desses isolados em
modelos animais (Aguiar-Dias et al., 2012). A quimiossistematica do
género Polygala é atribuida a presenca de xantonas. Entretanto,
especialmente em P. sellowiana foi verificado um desvio na sintese deste
metabolito secundario, sendo efetivamente biossintetizadas estirilpironas
(Pizzolatti et al., 2000; Mendes, 2008). Outros metabolitos secundarios
de interesse farmacoldgico ja foram estudados para o género Polygala e
dentre eles destacam-se as saponinas, cumarinas, lignanas, flavonoides e
esterdides (Cristiano et al., 2003) podendo apresentar efeitos do tipo
ansiolitico, hipnosedativo e anticonvulsivante (Duarte, 2007). O odor
caracteristico da raiz das plantas de Polygala é oriundo das altas
concentracBes de salicilato de metila. Este constituinte é largamente
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utilizado no tratamento de dores, principalmente dores musculares (este
composto e seus derivados sdo conhecidos pela sua acdo anti-
inflamatoria, sendo encontrados em muitas formulagdes farmacéuticas
(Rocha et al., 2012)).

Mesmo sendo uma espécie nativa com potencial medicinal ja
comprovado, P. sellowiana ainda €é pouco utilizada e valorada
economicamente. Ainda ndo ha estudos sobre a propagacéo e protocolos
de cultivos estabelecidos, bem como para a obtencdo de matéria-prima
vegetal padronizada a partir da germinacao de sementes.

O ponto de maturagdo da semente é caracterizado pelo acimulo
de matéria seca e baixo teor de umidade que ocorrem como resultado de
alteracdes morfoldgicas, fisioldgicas e bioquimicas desde a fertilizagdo
até o processo de separacdo da planta-mde (Marcos Filho, 2005). A
composicdo quimica das sementes é definida geneticamente podendo ser
em alguns casos influenciada por fatores abidticos. Basicamente podem
ser divididas em dois grupos, 0s componentes que S&0 comuns as outras
partes das plantas e 0os compostos denominados substancias de reserva
que irdo nutrir o embrido (Carvalho & Nakagawa, 2012).

A dorméncia das sementes ndo se restringe apenas aos aspectos
estruturais, podendo também estar relacionada aos processos fisiolégicos.
A extensdo da radicula depende da pressao de turgor de suas células para
romper as paredes celulares dos tecidos circundantes da semente e a falha
neste mecanismo é um tipo de dorméncia fisiolégica (Bewley, 1997).

Outro aspecto relevante para a germinacdo refere-se a
distribuicdo espacial e temporal das sementes, considerada como uma
estratégia de sobrevivéncia das espécies. Essa variabilidade das sementes
relativas a dispersdo em uma mesma planta contribui para a formacao e
manutencao do banco de sementes, sendo necessario avaliar a dindmica
da germinacdo em cada espécie (Marcos Filho, 2005). Este mesmo autor
considera fundamental para conhecer a biologia reprodutiva a
identificacdo destes estagios iniciais do desenvolvimento das sementes.

Os estudos que abordam os aspectos morfofisiol6gicos de
sementes contribuem para a ampliacdo do conhecimento dos estagios
iniciais do desenvolvimento vegetal. Além disso, permitem estimar as
influéncias dos fatores bidticos e abidticos envolvidos no processo da
germinacao, assim como, avaliar métodos de superacdo de dorméncia e
verificar o efeito do processamento e armazenamento sobre a qualidade
de sementes (Baskin & Baskin, 1998). A analise da qualidade fisiol6gica
de sementes tem sido um dos aspectos mais estudados ultimamente,
devido a mudancas degenerativas de origem bioquimicas, fisiologicas e



24

estruturais as quais podem interferir no desenvolvimento da planta
(Binotti et al., 2008).

Apesar de P. sellowiana ser uma espécie nativa e de grande
potencial fitoterapico a falta de subsidios sobre a biologia do
desenvolvimento da semente, restringe as alternativas ndo somente de
uso, mas também para a conservacdo desta espécie. A utilizacdo e a
valoracdo de espécies nativas requerem conhecimentos basicos sobre a
propagacdo e manejo dessas espécies (Miranda et al., 2012). Aliadas a
estas demandas, necessarias para a conservacao, o conhecimento sobre a
biologia do desenvolvimento das sementes e germinacao € imprescindivel
para 0 armazenamento de espécies em bancos de germoplasma
(Bespalhok et al., 2007; Rogge-Renner et al., 2013). O conhecimento
desse processo é também importante para garantir material genético de
alta qualidade fisioldgica (Shibata et al., 2013). Este material pode servir
de base para programas de melhoramento genético, para a conservagao de
germoplasma e recuperacdo de areas degradadas bem como pode ser
utilizado para estudos bioguimicos e fisiologicos (Figliolia & Kageyama,
1994). Neste sentido, este trabalho propde-se estudar aspectos da
qualidade fisioldgica e histoquimicos de sementes de P. sellowiana
visando gerar informagdes que permitam a propagacdo e promovam o
desenvolvimento de estratégias de conservagdo da espécie.

2. Objetivos
2.1. Objetivo Geral

Estudar aspectos da qualidade fisiolégica e morfohistol6gicos de
sementes de P. sellowiana visando gerar subsidios para a propagacao e a
possivel conservacao desta espécie.

2.2. Objetivos Especificos

e  Auvaliar a qualidade fisiol6gica e a dindmica de germinacédo
das sementes de P. sellowiana por meio de testes de vigor e viabilidade.

e  Caracterizar a morfohistologia das sementes e 0 inicio da
germinacdo de P. sellowiana.
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3. Material e métodos
3.1. Coleta de Sementes

As coletas das sementes foram realizadas no alto da Serra da Boa
Vista, no municipio de Rancho Queimado (27°40'10.9" de latitude sul e
49°09'26.6" de longitude oeste), Santa Catarina, Brasil (Figura 2) no més
de novembro de 2014.
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Figura 2. Localizacdo geografica do local de coleta da espécie: Serra da
Boa Vista, municipio de Rancho Queimado/SC.

3.2. Amostragem

Apbs coletadas, as inflorescéncias permaneceram expostas em
bandejas plasticas a temperatura ambiente até a deiscéncia das sementes.
Apds a deiscéncia, as sementes foram isoladas manualmente das folhas e
ramos e submetidas as avaliagcdes histoldgicas e fisioldgicas. A amostra
de trabalho foi obtida a partir da mistura das sementes coletadas em um
lote e a partir deste foram separadas as amostras utilizadas. O peso de mil
sementes foi obtido a partir da contagem ao acaso de dez repeti¢cdes com
100 sementes cada e em seguida medidas em balanca de precisdo (Brasil,
2009). As analises foram realizadas no Laboratorio de Fisiologia Vegetal
do Departamento de Boténica, CCB — Universidade Federal de Santa
Catarina.
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3.3. Qualidade Fisioldgica e Germinagéo

3.3.1. Conteudo de 4gua na semente

Para a avaliacdo do contetdo inicial de 4gua das sementes foram
tomadas, aleatoriamente, 5 repeti¢des de 100 sementes, obtendo-se a sua
massa inicial e a final apds secagem em estufa a 80°C, durante 24 horas e
48 horas (Brasil, 2009). Apo6s esse procedimento a massa foi avaliada em
balanca de precisdo. O conteldo de agua foi expresso em base Umida,
segundo a férmula: % de Umidade (U) = 100x(P-p) /P

Onde: P= massa inicial da amostra e p = massa da amostra apds
secagem em estufa.

Cinco repetices de 100 sementes foram embebidas entre papel
filtro encharcado, a 5°C por 24h para a obtengdo da massa saturada.

3.3.2. Teste do Tetrazolio

Para o teste do tetrazélio trés amostras de sementes intactas (25
sementes cada) e trés amostras de sementes escarificadas, com auxilio de
pinga, (25 sementes cada) foram embebidas em agua durante 0, 1, 2, 3, 4,
5, 6, 12, 18 e 24 horas resultando em vinte tratamentos (Tabela 1). Em
seguida as amostras foram imersas em solucdo de Cloreto de 2,3,5
Trifenil Tetrazolio 0,1% (TTC) a 25°C por 1 hora (Oliveira et al., 2009).
As sementes foram classificadas em vidveis ou inviaveis de acordo com
a coloragéo e aspecto dos tecidos, extensdo dos danos, e pela localizagdo
destas coloragdes em relagdo as areas essenciais ao crescimento.

Tabela 1. Tratamentos (vinte) anteriores ao Teste do Tetrazélio de
sementes de P. sellowiana. Horas de embebicdo em agua (0 a 24h).
Sementes escarificadas: estruturas externas submetidas a escarificagcdo
(com pinga). Sementes intactas: sem nenhum tipo de interferéncia fisica.
n=3

Horasde | | 1| 51 | 3 | an | 5h | 6h | 120 | 180 | 24n
embebicédo
Sementes | ) | o | t3 | 14| 5| 76 | T7 | T8 | TO |T10
Escarificadas
Sementes | 14 | 199 | 113| T14| T15| T16| T17 | T18| T19 | T20
Intactas
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3.3.3. Teste de Germinacao

Para o teste de germinacdo foram avaliadas as sementes intactas
e escarificadas (com o auxilio de uma lixa n°500) na presenca e auséncia
de acido giberélico (GA3) 500 uM. Para isso foram utilizadas 5 repeti¢des
de 25 sementes para cada um dos tratamentos.

As amostras submetidas ao teste de germinacdo passaram por
prévia desinfestagdo com &lcool 70% por 20 segundos, e em seguida com
solucdo de hipoclorito de sodio (1%, v/v), por 1 minuto. Apds, as
sementes foram inoculadas em caixas tipo gerbox com papel filtro
umedecido. As caixas contendo as sementes foram acondicionadas em
camaras de germinacdo, do tipo Demanda Bioguimica de Oxigénio
(BOD) em temperatura de 25°C com diferentes fotoperiodos: 24 horas,
10 horas e 0 horas de luz (Brasil, 2009; Mattana et al., 2010). A contagem
da germinacdo das sementes foi realizada diariamente. Considerou-se
como germinadas as sementes com a protrusdo da radicula (Borghetti &
Ferreira, 2004; Bewley et al., 2013). A combinagédo dos fatores avaliados
resultou em doze diferentes tratamentos representados na Tabela 2.

Tabela 2.Tratamentos aplicados ao teste de germinagdo de sementes de
P. sellowiana. Os nimeros 1 a 12 se referem aos tratamentos resultantes
da combinacéo dos diferentes fatores.

Tratamentos
Fotoperiodo | Egcarificadas (com lixa) Intactas
(Horas de luz) - "
Agua GA; Agua GAs
24 horas T1 T4 T7 T10
10 horas T2 T5 T8 T11
0 horas T3 T6 T9 T12

3.3.4. Indice de velocidade de germinagdo — IVG

As contagens foram realizadas diariamente, a partir do inicio da
germinacdo, e os dados foram utilizados para calculo de IGV segundo a
equacdo proposta por Maguire (1962):

IVG = (G1/N1) + (G2/N2) + ... + (Gn/Nn)

Onde:

G1, G2 e Gn: nimero de sementes germinadas do primeiro ao
Gltimo dia do experimento;

N1, N2 e Nn: nimero de dias apds instalacdo do teste.
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3.4. Analises Morfohistoldgicas

3.4.1. Microscopia Optica

A confecgdo de ldminas permanentes ocorreu no Laboratorio de
Biologia Celular Vegetal (BEG/CCB/UFSC), para isto, as amostras de
sementes sem a presenca de tegumento foram fixadas com
paraformaldeido (2,5%), em tampdo fosfato de sédio (0,IM, pH 7,2)
durante 24 horas no vacuo (Bouzon, 1993). Apds, foram realizadas 3
lavagens com tampao fosfato de sodio (0,1M, pH7,2) por 30 minutos. Em
seguida, as amostras foram desidratadas em série etilica gradual (30%,
50%, 70%, 90% e 100%, 3 lavagens de 15 minutos em cada solu¢do). A
pré-infiltracdo das amostras foi realizada, incialmente, com uma mistura
1:1 de etanol 100% e historesina Leica® durante 12h; posteriormente o
material foi infiltrado em historesina pura por 24h. A inclusdo foi
realizada com historesina e adi¢do de polimerizador (Leica Historesina,
Heidelberg, Germany), a temperatura ambiente, por 24h (Gerrits & Smid,
1983).

As secgoes transversais e longitudinais (Sum) foram obtidas em
microtomo rotativo Leica modelo RM 2135 (Leica, Nussloch, Alemanha)
com laminas de tungsténio, e distendidas sobre ldminas contendo agua
em chapa aquecedora (40°C).

Para a analise histoquimica as laminas foram coradas com azul
de toluidina a 0,5% (O’ Brien et al., 1964) a fim de identificar os fendis e
polissacaridos acidos. Para coloracdo de proteinas totais utilizou se o
reagente Azul Brilhante de Comassie a 0,4% em solugdo etanolica
acidificada de Clark (Gahan, 1984). O 4cido periédico de Schiff foi
utilizado para identificagdo de polissacarideos neutros (Gahan, 1984). A
dupla coloragdo PAS e CBB também foi realizada para melhor
visualizagdo das estruturas.

Azul de toluidina 0,5% (ATO): Gotas de corante foram
adicionadas sobre o material. O corante agiu por 30 segundos. Em seguida
as laminas foram lavadas em um fio de 4gua, e colocadas para secar ao
ar.

Azul Brilhante de Comassie (CBB): foi adicionado CBB 0,4%
sobre as ldminas, a reagdo ocorreu por 30 minutos. Apds, as amostras
foram lavadas com solugdo de Clark (75% alcool p.a. e 25% acido
acético), até retirar o excesso do acido, e em seguida as ldminas foram
lavadas em agua destilada, para reidratar e posteriormente colocadas para
secar ao ar.

Acido Periédico de Schiff (PAS): as laminas foram colocadas em
recipiente fechado (cuba), foi adicionado acido periodico que reagiu por
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20 min. Apds esse periodo, a solugdo foi retirada, e as 1dminas foram
lavadas por 10 minutos em agua corrente. Posteriormente foi adicionado
o reativo de Schiff o recipiente foi fechado com papel aluminio (reacdo
ocorre no escuro) por 20 minutos. Apds, as laminas foram lavadas com
agua destilada, para retirada do reagente e secaram.

As laminas permanentes foram confeccionadas com balsamo do
Canada. As imagens foram capturadas com auxilio do Microscopio Leica
DM 500 acoplado ao sistema de fotomicrografia OPTHD 14mp.

3.5. Andlise Estatistica

O delineamento utilizado no experimento foi inteiramente
casualizado. Os dados obtidos foram submetidos a andlise da variancia e
ao teste de Tukey a 5% de significancia (Andrade & Ogliari, 2010). Para
o0 Teste de Tetrazdlio foi ajustada uma equacgéo polinomial de segundo
grau para as sementes escarificadas e determinado o ponto maximo desta
equacdo. Para o teste de germinagdo os dados foram analisados em
esquema fatorial.

As anélises foram realizadas utilizando-se o programa Statistica
versdo Ultimate Academic.

4. Resultados e Discussédo
4.1. Contetido de Agua da Semente

As sementes de Polygala sellowiana logo apdés a coleta,
apresentaram contetido de agua de 12,5%, com uma massa seca de 35 mg
e uma massa fresca de 40 mg. Estes resultados foram muito préximos aos
encontrados para Hymenaea martiana e Hymenaea courbaril, onde se
obteve, respectivamente, 14,09% e 14,19% de conteido de agua (Souza
et al.,, 2015) e ao contrario de sementes recalcitrantes de Eugenia
dysenterica que apresentam valores elevados de contelido de agua (47-
53%) (Andrade et al., 2003).

A andlise da massa saturada demonstrou que ap6s 24 horas de
embebicdo houve um aumento de 24% no peso fresco das sementes
(Figura 3).
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Figura 3. Grafico de massas fresca, seca e saturada de sementes de P.
sellowiana. (Eixo y massa de 100 sementes). Barras: desvio padréo.
n=100.

4.2. Teste do Tetrazolio

O teste do tetrazolio (TTC) indicou a viabilidade de sementes de
P. sellowiana. No entanto, a reacdo positiva ocorreu com maior
porcentagem nas sementes escarificadas (Figura 4).

Constatou-se um aumento da reagdo de acordo com as horas de
embebicdo sendo a resposta polinomial descrita pela y = - 0,798x2 +
13,424x + 43,156 (R2=0,9482), o qual o seu ponto de maximo indicou
que: a melhor quantidade de horas para embebigdo das sementes de P.
sellowiana, antes da realizacdo do teste do tetrazélio, € de 8 horas e 24
minutos.

O teste de tetrazolio € um teste bioquimico, que se baseia na
atividade de enzimas desidrogenases que promovem a liberacdo de ions
H+, durante a respiracdo celular, estes ions precipitam o tetraz6lio em um
composto chamado formazam (de coloragdo vermelha) (Pifia-Rodrigues
et al., 2004). Os tecidos corados em vermelho indicam que as células
estdo respirando, ja os tecidos mortos ndo reagem com o sal de tetrazélio
(Peske et al., 2003).
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Estes resultados indicam que para a aplicacdo do teste de
tetrazélio nas sementes de P. sellowiana é necessario o rompimento do
tegumento, expondo os tecidos internos permitindo a embebicdo e a
reacdo com a solucdo de tetrazolio. Isto permite a posterior avaliacdo das
estruturas viaveis, como observado no tratamento de sementes
escarificadas (Figura 5). Sugere-se que o tegumento dificulta a absor¢édo
da solucdo de tetrazélio o que inviabiliza a aplicacdo deste teste em
sementes intactas. O mesmo resultado foi encontrado para sementes de
Jatrophas curcas L. (Brenha et al., 2012) onde ndo houve coloragéo das
sementes (pré embebidas e com tegumento) imersas na solucdo de
tetrazélio, indicando que a presenca do tegumento impede a penetracédo
da solucdo. Apesar de servir como uma via de troca entre 0s meios interno
e externo da semente, ao longo do seu desenvolvimento o tegumento pode
lignificar-se, suberizar-se ou cutinizar-se dificultando as trocas de gases,
de 4gua e de solutos entre a semente e 0 meio (Cardoso, 2008).
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4.3. Teste de Germinacéo

Observou-se que a germinagéo de P. sellowiana ocorreu entre o
sexto e 0 sétimo dia ap6s a implantacdo do experimento, para as sementes
tratadas com GAS3 e estabilizou em torno do 25° ao 30° dia de avaliacéo,
variando de acordo com o tratamento (Figura 6 A, B, C). Para o
fotoperiodo de 24 horas (Figura 6A) e fotoperiodo de 10 horas (Figura
6B) foi observada uma porcentagem de germinacdo de 90,4% e 91,6%
respectivamente para as sementes tratadas com GA3, independente do
tratamento de escarificacdo. Ja para o fotoperiodo de 0 horas (Figura 6C)
foi observado 86% de germinacgdo para as sementes intactas e 84% para
sementes escarificadas quando tratadas com GA3. No entanto,
independente da escarificacdo e do fotoperiodo aplicado todos os
tratamentos em que as sementes foram tratadas com GA3 apresentaram
uma porcentagem de germinacao superior as sementes do tratamento sem
a adicdo do GA3 (Figura 6 A, B, C).
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Andlise de varidncia indicou efeitos significativos dos
tratamentos utilizados bem como a interacdo entre os diferentes fatores
avaliados para a germinacao e para o indice de velocidade de germinagéo
(Tabela 3). Foi observado que para germinacao a analise foi significativa
para a presenca de GA3 e para interacdo entre GA3 e fotoperiodo. Ja para
o IVG foi observado efeito significativo na grande maioria dos fatores e
interacOes testadas exceto para a interagdo entre o estado do tegumento
(E) e fotoperiodo (F) bem como na interagéo deste dois com 0 GA3.

Tabela 3: Resumo da analise de variancia referente a germinagéo (G) e
Indice de Velocidade de Germinacédo (IVVG) de sementes de P. sellowiana.

FV GL QM
G VG
Estado tegumento (E) 1 0,3NS 0,26533*
Horménio (GA3) 1 117926,7* 36,03507*
Fotoperiodo (F) 2 31,2NS 0,11939*
E x GA3 1 0,3NS 0,25034*
ExF 2 13,1INS 0,01185NS
GA3 X F 2 57,9% 0,12674*
ExGA3XF 2 3,5NS 0,00862NS

FV: Fonte de Variagdo; GL: Grau de Liberdade; QM: Quadrado Médio;
ns: ndo significativo; * significativo a 5% de probabilidade; Estado do
tegumento (escarificado ou intacto); Hormdnio: Com ou sem GA3;
Fotoperiodo: 24, 10 e 0 horas de luz.

Os desdobramentos das porcentagens de germinacdo as quais
foram significativas na analise de variancia estdo apresentados na Tabela
4. Foram observados os maiores valores de porcentagem de germinacao
em sementes tratadas com GA3 associadas ao fotoperiodo de 24H (90,4
%) e 10H (91,6 %). Ja para o fotoperiodo de OH foi observado 86% de
germinacdo, diferindo significativamente dos fotoperiodos anteriormente
mencionados. Adicionalmente foi observado que independente do
fotoperiodo a presenca de GA3 influenciou significativamente os valores
médios de germinacdo (89,33 %) das sementes de P. sellowiana
comparativamente ao tratamento controle (0,67%) (Tabela 4).
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O maior valor do indice de velocidade de germinacéo (1,69) foi
observado para sementes intactas na presenca de GA3 (Tabela 5). A
escarificagdo reduziu significativamente o IVG (1,42) mesmo na presenca
de GA3. Os valores médios de germinacdo (1,55) independente do estado
tegumento indicam que a presenca de GA3 influencia significativamente
o VG comparativamente a auséncia deste fator (0,005) (Tabela 5). Estes
resultados sdo similares aqueles observados em fruta-do-conde e
variedades de atemoia onde os valores de IVG foram significativamente
superiores para as sementes tratadas com GA3 (50 e 100 ppm) (Stenzel et
al., 2003).
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O valor de IVG (1,74) foi significativamente influenciado pela
interacdo entre fotoperiodo de 10H e a presenca de GA3 (Tabela 6).
Adicionalmente por meio da analise desta interacdo foi observado que o0s
valores médios de IVG (1,55) na presenga de GA3 foram
significativamente superiores quando comparados a auséncia deste fator
(0,05) independente do fotoperiodo utilizado (Tabela 6). Estes resultados
indicam que o fotoperiodo interage com GA3 e influencia o IVG em
sementes de P. sellowiana.

Segundo Guerra & Rodrigues (2013) o GA3 age no
enfraquecimento dos tecidos ao redor da radicula, ajudando na superagédo
da barreira mecénica conferida pelo tegumento da semente, muitas vezes
responsavel por alguns tipos de dorméncia das sementes. Outra fungédo
sugerida por estes mesmos autores para este horménio é que ele estaria
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ligado ao aumento do potencial de crescimento do embrido, incluindo o
controle do crescimento do eixo embrionario e de tecidos em
desenvolvimento. Sua acéo esta relacionada a diminui¢do da expressao
de genes responsivos ao acido abscisico (que reprimi a sintese de enzimas
hidroliticas que sdo essenciais para a quebra das reservas da semente
durante a germinacao), bem como pela inducdo de outros relacionados ao
etileno e a auxina e, portanto, relacionados ao crescimento da plantula.
Ainda se considera que a germinagdo de algumas sementes de espécies
ndo domesticadas é dependente de luz ou de baixas temperaturas cujos
efeitos podem ser substituidos pelo acido giberélico exdgeno. Neste
trabalho 0 GA3 mostrou-se diretamente envolvido com a germinacao de
sementes de P. sellowiana. Adicionalmente os resultados indicam a
presenca de um dos tipos de dorméncia observados em sementes. Para
sementes de Annona crassiflora Mart. a quebra de dorméncia
(relacionada a fatores enddgenos) foi promovida pela presenca de GA3
em testes de germinagdo (Pereira et al., 2004) semelhante ao observado
no presente trabalho. Contudo para confirmar o tipo de dorméncia e a
relagio com o GA3 novos trabalhos precisam ser realizados incluindo
fatores adicionais como a alternancia de temperaturas.

Foram observados dois tipos de caracteristicas morfolégicas
externas para as plantulas provenientes das sementes germinadas (Figura
7A, B).

As sementes que germinaram com o GA3 e fotoperiodo de 24H
ou 10H apresentam plantulas normais, de acordo com Brasil (2009) com
sistema radicular bem desenvolvido (raiz primaria longa e com pelos
absorventes), parte aérea bem desenvolvida com dois cotilédones verdes,
folhas primarias e gema apical (Figura 7A). As sementes germinadas sob
fotoperiodo de OH, que apresentaram plantulas estioladas, com hipocétilo
muito alongado, cotilédones ndo expandidos e amarelados
(escotomorfogénese) (Figura 7B).

A escotomorfogénese € caracterizada por uma aparéncia
estiolada nas mudas com um rapido crescimento do hipocétilo ou
epicotilo, presenca de um gancho apical, e cotilédones pequenos ou folhas
primarias fechadas. Além disso, estas plantulas apresentam etioplastos
em vez de cloroplastos (Alabadi et al., 2004). A presenca de luz tem
efeitos sobre o desenvolvimento, por exemplo algumas sementes
germinam apenas a luz, e as giberelina, exdgenas, podem estimular a
germinacao no escuro (Taiz & Zeiger, 2009). Diante disto e com base nos
resultados apresentados o fator luz isoladamente ndo promoveu a
germinacdo das sementes. Isto sé foi possivel quando o GA3 foi
adicionado sugerindo um tipo de dorméncia enddgena relacionada a este
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hormdnio. No entanto, fatores como a alternancia de temperatura ainda
devem ser testados para que o processo de germinacdo de P. sellowiana
seja melhor compreendido.
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4.4. Caracterizagdo Morfohistologica

Macroscopicamente foi observado que ap6s a coleta das
inflorescéncias (Figura 8A) as sementes demoram aproximadamente 7
dias para serem liberadas. Sementes deiscentes apresentaram formato
elipsoide e coloragdo externa marrom escura (Figura 8B). Notou-se a
presenca de tegumento piloso com dois apéndices membranéceos na base
da semente (Figura 8B). Estas caracteristicas confirmam aquelas ja
descritas por Ludtke (2008) para P. sellowiana assim como sementes
pubescentes, elipsoides, 1,2-2,2 mm de comprimento, com apéndice
membranéceo profundamente bilobado e presenca de elaiossomo. O peso
de mil sementes (PMS) de Polygala sellowiana é de 0,405g. De acordo
com Brasil (2009) as sementes que apresentam PMS menor que 200
gramas sdo consideradas sementes pequenas.
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Ainda neste trabalho foi observada a presenca do elaiossomo que
¢ caracterizado por uma estrutura membranacea carnosa localizada na
base do apéndice (Figura 8C).

O elaiossomo ocorre também em sementes de Amaryllidaceae,
Liliaceae e pode ser um apéndice do exdstoma (micropila), da rafe ou da
calaza (Paoli, 2006).

Segundo Castro et al. (2010) plantas do género Polygala L.
desenvolveram sindromes de dispersdo distintas relacionadas com
mecanismos de dispersdo especificos como a mirmecocoria que esta
diretamente relacionada com a presenca do elaiossomo, que atrai
formigas devido & sua riqueza em lipidios e semelhanca quimica para
hemolinfa do inseto. Segundo a mesma autora a dispersdo pode nao
ocorrer em longas distancias devido ao tamanho do inseto, mas ainda
assim é caracterizada como uma relagdo mutualistica ja que a formiga se
beneficia dos recursos nutritivos do elaiossomo e a planta lucra com a
dispersdo das sementes.

4.5. Microscopia Optica

A andlise histol6gica das sementes sem a presencga do tegumento
evidenciou a presenca de duas principais estruturas: uma mais externa o
endosperma (en) e internamente, o embrido (Figura 9A). Foi observado
que as células do endosperma apresentavam formato irregular, variando
de formas cubicas a arredondadas (Figura 9B). A reagdo de
metacromasia, por meio da colora¢do com Azul de Toluidina (ATO), nas
paredes celulares (cor plrpura) indica a presenca de polissacarideos e/ou
pectinas, que também foram vistas na regido que reveste o endosperma
(Harris et al., 1994).

A semente apresenta embrido reto, formado por dois cotilédones
(co) e duas regides meristematicas (Figura 9A). Os nucleos das células do
meristema  radicular  apresentaram  forte reacdo ao ATO
comparativamente as outras células do eixo embrionario (Figura 9A). Ndo
foi possivel a identificacdo das caracteristicas das células do meristema
apical (ma). No entanto sugere-se que ele esteja posicionado na regido
entre os dois cotilédones (Figura 9A). Nas células do cotilédone
embrionario (co) também sdo visiveis compostos de reserva.

O resultado observado para o embrido de P. sellowiana esta de
acordo com o descrito por Evert & Esau (2006) para embrides maduros
de dicotileddneas, onde, ha um namero limitado de partes: porcdo
caulinar com cotilédones, a plumula (meristema apical) e na sua
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extremidade apical inferior ha o eixo radicular (representada pelo seu
meristema radicular).

Os cortes submetidos a reagdo com PAS apresentaram somente
reacdo positiva evidente na parede celular (polissacarideos neutros),
ocorrendo tanto nas células do embrido quanto nas células do
endosperma, com um pouco mais de intensidade nas células periféricas
desta Gltima estrutura (Figura 10A). A coloracdo da parede celular, mais
evidente ao redor do endosperma, ocorreu pela presenca de celulose,
proveniente de um vestigio do tegumento (Figura 10A).

A coloracdo pelo CBB (Figura 10B) demonstrou a grande
quantidade de proteinas em ambas as estruturas da semente. A reagdo
positiva dos granulos ao CBB sugere uma natureza proteica a esses
granulos, muito provavelmente 4cida, ja que também ha regides dos
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granulos coradas pelo azul de toluidina sendo que a quantidade de
proteina na semente mostra-se uniforme tanto nas células do endosperma
quanto nas células do embrido. Proteinas totais s&o o principal mecanismo
de reserva da semente as quais possivelmente serdo utilizadas para a
nutricdo do embrido e posterior mobilizaco para o desenvolvimento da
plantula (Carvalho & Nakagawa, 2012).
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5. ConclusGes e consideracdes finais

A partir do estudo da fisiologia das sementes, no presente
trabalho, foi possivel identificar caracteristicas morfohistoldgicas e
fisioldgicas das sementes de P. sellowiana indicando padrdes estruturais
da semente bem como de qualidade fisioldégica e do processo de
germinagdo para esta espécie. Foi observado que:

1) Para a realizagdo do teste do tetraz6lio em sementes de P.
sellowiana é necessaria uma embebigdo prévia de 8 horas e 24 minutos
em &gua destilada. As sementes devem ser pré-embebidas com o
tegumento e posterior rompimento do mesmo para a imersao na solugdo
de tetrazolio.

2) E necesséria a aplicagdo de &cido giberélico nas sementes de
P. sellowiana para induzir a germinacdo, indicando um possivel tipo de
dorméncia enddgena. Foi observado que a aplicagdo do &cido giberélico
influencia a porcentagem de germinacdo e o IVG com valores
significativamente superiores aos tratamentos controle.

3) E desnecessaria a escarificacdo do tegumento de sementes de
P. sellowiana, pois a mesma n&o interfere na germinacdo de sementes
desta espécie.

4) A caracterizacdo morfohistoldgica permitiu identificar que a
semente sem tegumento é composta de endosperma e embrido reto
formado por dois cotilédones e eixo hipocotilo radicular. Adicionalmente
foi observado que as substancias de reserva predominantes nas sementes
de P. Sellowiana sdo proteinas.

Os resultados preliminares obtidos por este trabalho para as
sementes de P. sellowiana servirdo como base para futuros trabalhos
desta espécie em nosso laboratdrio. Serdo realizadas analises histologicas
adicionais bem como novas avaliages sobre a fisiologia da semente e
germinacdo desta semente. Fatores como a alternancia de temperatura
ainda devem ser testados para que o processo de germinacdo de P.
sellowiana seja melhor compreendido.

Apesar deste trabalho ndo ter sido ainda submetido a
publicacdo na forma de artigo este ja foi divulgado na forma de resumo
no 66° Congresso Nacional de Botanica. A continuidade dos estudos com
esta espécie contribuira para o estabelecimento de estratégias de cultivo e
ou conservacdo desta espécie. Ainda neste sentido o estabelecimento
destas estratégias pode contribuir para a cadeia produtiva e uso desta
espécie como planta medicinal.
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