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RESUMO

A Trichocline catharinensis Cabrera, popularmente conhecida como
cravo-do-campo, da familia Asteraceae é uma espécie nativa e endémica
distribuida nos Campos sulinos, que apresenta potencial ornamental e,
atualmente se encontra vulneravel. Um dos componentes para o uso
desta espécie como planta ornamental ¢ o estudo da fisiologia do
desenvolvimento das sementes e da germinagdo. O objetivo do presente
trabalho foi estudar a fisiologia do desenvolvimento e a germinagdo de
sementes de T. catharinensis visando estabelecer padroes de colheita e
germinacdo das sementes gerando subsidios para a conservagdo e uso
desta espécie como planta ornamental. Para isso, foram coletadas
sementes em diferentes periodos, as quais foram submetidas aos testes
de viabilidade, vigor e caracterizagdo morfohistologica. Foi observado
que a germinacdo iniciou aos 10 dias apés o inicio do experimento.
Sementes coletadas no més de dezembro/2012 e janeiro/2013
apresentaram as maiores porcentagens de germinagdo comparativamente
aquelas coletadas durante o més de fevereiro/2013. Os resultados
observados no teste de germinag¢do foram confirmados pelo teste de
tetrazélio e indice de velocidade de germinagdo. Na realizacdo da
caracterizagdo morfologica e histoquimica do desenvolvimento da
inflorescéncia, embrido e semente, foram identificadas quatro fases de
desenvolvimento das estruturas: (I) desenvolvimento da inflorescéncia,
(Il) da regido seminal, (II) do embrido globular e (IV) do embrido
cotiledonar, com presenca de cotilédones e meristemas apical e
radicular. Durante estas fases de desenvolvimento foi observado
modificagdes na composi¢do dos tecidos celulares. Nas fases finais de
desenvolvimento (embrido cotiledonar) as proteinas ocupavam grande
parte das células. Estes resultados sdo essenciais para o conhecimento
das alteragdes fisiologicas durante o desenvolvimento de sementes.
Estudos relacionados as sementes desta espécie podem promover sua
revalorizagdo como planta ornamental, bem como no desenvolvimento
de estratégias de uso e conservagdo de recursos genéticos vegetais.
Palavras-chave: Cravo-do-campo. Proteinas. Germoplasma vegetal.
Fisiologia vegetal.
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1 INTRODUCAO

Existem intimeras espécies de plantas nativas e de interesse
econdmico que pertencem a diferentes grupos vegetais e que sao pouco
estudadas, especialmente do ponto de vista da fisiologia de sementes.
Estas espécies representam um desafio para estudos desta natureza, uma
vez que, para a maioria delas pouco se conhece sobre os aspectos do
desenvolvimento, maturagdo, germinagdo, longevidade das sementes, e
biologia reprodutiva (CORADIN; SIMINSKI; REIS, 2011). Estas
informagdes sdo essenciais para o uso destes recursos genéticos em um
programa de melhoramento e para o estabelecimento de estratégias de
propagagdo e conservagdo de germoplasma.

Estudar a biodiversidade dos campos do sul do pais é uma
necessidade crescente, pois além de sua flora ser pouco conhecida, sdo
considerados ecossistemas Unicos e impares, uma vez que possuem
peculiaridades, fragilidades e muitas potencialidades ecoldgicas para
manter o equilibrio ambiental (BARRETO, 2008). Além da importancia
ecologica ha espécies, especialmente da familia Asteraceae (ZANIN et
al., 2009), como a Trichocline catharinensis, com potencial ornamental.

A espécie T. catharinensis popularmente conhecida como cravo-
do-campo pertence ao género Trichocline, familia Asteraceae,
subfamilia Cichoroideae e a tribo Mustisieae. Esta tribo contém
aproximadamente 974 espécies, que estdo distribuidas nas regides
tropicais e subtropicais da Africa, América, Asia, Austrilia e Havai
(CARDOSO; SCHEFFER-BASSO; GRANDO, 2007). A espécie T.
catharinensis ocorre naturalmente no sul do Brasil e da América do Sul
(CABRERA; KLEIN, 1973) e atualmente ¢ considerada uma espécie
endémica e vulneravel (CONAMA, 2010; LIVRAMENTO, 2011). O
cravo-do-campo € nativo, rastico e¢ adaptado as condigdes ambientais da
regido onde ocorre. Apresenta alta rusticidade para cultivo e para as
pragas e doengas que atacam o género Gerbera. A espécie em questdo
pode ser usada como fonte de resisténcia para programas de
melhoramento de ornamentais (CARDOSO; SCHEFFER-BASSO,;
GRANDO, 2007).

De acordo com Schneider e Irgang (2005), o cravo-do-campo
raramente ¢ utilizado como planta ornamental, mas apresenta potencial
visual para esta finalidade, assim como outras asteraceas presentes em
formagdes campestres. No entanto, ¢ considerada por muitos uma planta
invasora (LIVRAMENTO, 2011). O potencial visual que possui pode
levar a possiveis utilizagdes de T. catharinensis no paisagismo, para
bordaduras e forragdes, pois apresenta uma boa cobertura de solo,
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devido a seu vigoroso crescimento foliar. Além disto, o seu cultivo em
ambiente protegido demonstrou ainda mais seu potencial para
ornamentagdo, pois os escalpos e capitulos obtidos em experimento de
Cardoso, Scheffer-Basso e Grando (2007) foram superiores, comparados
aos encontrados no campo. Segundo estes autores, provavelmente esta
resposta positiva foi devido as boas condi¢des de fertilidade e umidade
do solo.

Considerando isto, estudos com a espécie T. catharinensis podem
gerar dados inéditos e uteis para conhecer a Dbiologia do
desenvolvimento da espécie e suas formas de reprodugdo, viabilizando
futuros trabalhos de promogao das estratégias de propagagdo, utilizagdo
e conservacdo da espécie. Neste sentido, no presente trabalho foram
estudados os aspectos morfohistologicos e fisiologicos do
desenvolvimento e da germinagdo de sementes de 7. catharinensis,
visando gerar informagdes que possam ser utilizadas no
desenvolvimento de estratégias de uso e conservagdo da espécie como
planta ornamental.



13

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo do presente trabalho foi o de estudar as caracteristicas

morfohistologicas do desenvolvimento da inflorescéncia, semente e
embrido de T. catharinensis, bem como 0s processos de germinagio e
colheita de sementes, gerando subsidios para a conservagao e uso desta
espécie como planta ornamental.

2.20BJETIVOS ESPECIFICOS

a)

Identificar e monitorar as diferentes épocas de maturacdo e
colheita de sementes de 7. catharinensis na regido de
Curitibanos/SC;

Avaliar o vigor e a viabilidade das sementes de T.
catharinensis;

Caracterizar o potencial e a dindmica de germinacdo das
sementes de 7. catharinensis;

Descrever e avaliar os estddios de desenvolvimento das
inflorescéncias e sementes de 7. catharinensis através de
analises morfologicas e histoldgicas;

Caracterizar uma semente matura e viavel de 7. catharinensis.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 AREA DE OCORRENCIA E CARACTERISTICAS DE T.
catharinensis

A palavra campos vem do latim campus e segundo Barreto
(2008) significa superficie coberta por capim. Para Buckup (2010), as
formagdes campestres no sul do Brasil sdo denominadas de campos de
altitude ou campos de cima da serra. Ja Sclick (2004) define os campos
de cima da serra como por¢ao de terra mais alta do Rio Grande do Sul
(RS), com grupos vegetacionais caracteristicos e algumas espécies
endémicas (SCLICK, 2004; MOCOCHINSKI; SCHEER, 2008). O
planalto de Santa Catarina (SC) apresenta as mesmas caracteristicas dos
campos de cima da serra do RS (SCLICK, 2004).

A vegetacdo natural campestre que ocorre no planalto do RS e
SC, e em menor extensdo do Parana (PR) forma mosaicos com a floresta
ombrofila mista, inserida no Bioma Mata Atlantica (OVERBECK et al.,
2007; RADAESKI et al., 2011). O solo e o clima possibilitam uma
diversidade floristica diferente de todo o mundo (RADAESKI et al.,
2011). Os solos sdo acidos, as temperaturas baixas no inverno com
precipitacdes pluviométricas altas e regulares (BARRETO, 2008).

Buckup (2010) cita os processos de milhdes de anos de historia
evolutiva, gerando o que é encontrado atualmente nas areas de campos.
A vegetacdo possui adaptacdes ao meio fisico e as formas de manejo
utilizadas (LOPES, 2009). A vegetacdo herbacea, que predomina as
areas de campo ¢ representada principalmente pelas familias botanicas
Poaceae, Cyperaceaec (OVERBECK et al, 2007), Apiaceae
(WILLBERGER, et al, 2004), Melastomataceae, Verbenaceae,
Solanaceae (BUCKUP, 2010) e a familia Asteraceae, com alta
dominancia nestas formagdes (FERNANDES; RITTER, 2009).

A familia Asteraceae ¢ constituida de ervas perenes, subarbustos
e arbustos, mas também ocorrem ervas anuais, lianas e arvores. Possuem
alta adaptag@o ambiental, e sdo encontradas nos mais variados habitats e
condi¢des climaticas (CANCELLI; EVALDT; BAUERMANN, 2007,
CANCELLI, 2008). Espécies desta familia possuem variadas
potencialidades para uso ornamental, medicinal, além da importincia
ecologica (ZANIN et al., 2009).

A inflorescéncia das Asteraceae apresenta forma de capitulos,
sendo considerada biologicamente uma flor simples, com a fungo de
um chamariz para polinizadores (CARDOSO, 2007). A polinizagéo
pode ser autégama ou aldégama, quando ha polinizadores
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(FERNANDES; RITTER, 2009), que sdo basicamente insetos
(GROMBONE- GUARATINI; SOLFERINI; SEMIR, 2004). Outro
fator para o sucesso biologico da familia se deve a sua grande
capacidade de dispersdo, devido a presenga de sementes com papus
plumosos, apéndices, ou estruturas de aderéncia e metabolitos
secundarios (CANCELLI; EVALDT; BAUERMANN, 2007,
CABRERA; KLEIN, 1973; SANCHO; KATINAS, 2002).

A espécie T. catharinensis popularmente conhecida como cravo-
do-campo (WILLBERGER, et al., 2004; SCHEIDER; IRGANG, 2005;
LOPES, 2009; BUCKUP, 2010; CONAMA, 2010; MONGE, 2012),
também ¢ chamada de -cravo-do-campo-catarinense (CABRERA;
KLEIN, 1973; CARDOSO; SCHEFFER-BASSO; GRANDO, 2007;
BARRETO, 2008), ¢ foi descoberta em Santa Catarina, por isso 0 nome
catharinensis (CABRERA; KLEIN, 1973).

O cravo-do-campo ¢ uma erva perene e rasteira (CABRERA;
KLEIN, 1973; LIVRAMENTO; ZOLDAN, 2006; OVERBECK et al.,
2007; BUCKUP, 2010; MONGE, 2012;). Possui capitulos vistosos e
flores amarelas (BUCKUP, 2010). As flores centrais ou do disco
formam o chamado miolo (BUCKUP, 2010), e possuem dimorfismo, ¢
as flores externas ou do raio sdo femininas e apresentam ligulas
amarelas (SANCHO; KATINAS, 2002). Seu florescimento estende-se
de setembro a abril, com predominincia no final de novembro e
dezembro. (CABRERA; KLEIN, 1973; WILLBERGER, et al., 2004;
LIVRAMENTO; ZOLDAN, 2006, LIVRAMENTO, 2011).

A espécie possui resisténcia ao pisoteio do gado e a competi¢ao
com outras espécies herbaceas nativas (LIVRAMENTO, 2011;
LIVRAMENTO; ZOLDAN, 2006). Também resiste ao estresse hidrico,
uma vez que rebrota facilmente apos a estiagem. O gado costuma comer
suas folhas quando a pastagem diminui (LIVRAMENTO; ZOLDAN,
2006).

A espécie prefere campos ondulados, onde os solos sdo rasos ou
rochosos, bem drenados (WILLBERGER, et al., 2004; LIVRAMENTO,
2011; CABRERA; KLEIN, 1973). Os topos de morros sdo considerados
ambientes favordveis para o desenvolvimento desta espécie
(LIVRAMENTO, 2011; SCLICK, 2004).

A espécie T. catharinensis ¢ indicadora dos campos de altitude
em estagio médio de regeneragdo, da floresta ombrofila mista (BRASIL,
2009a). Possui dispersdo na regido de Lages, Sdo Joaquim, Campos
Novos, Curitibanos, Cacador ¢ Lebon Régis (CABRERA; KLEIN,
1973).
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3.2 SEMENTES E GERMINACAO

As sementes foram um dos refinamentos da adaptagdo das
plantas, e estdo ligadas a conquista dos ambientes terrestres. As plantas
produtoras de esporos ndao podiam completar seu ciclo de vida em
ambientes mais indspitos e aridos, ja que sdo dependentes de agua,
ficando limitadas 4 areas proximas a linha da costa (IANNUZZI;
VIEIRA, 2005). Um passo fundamental da evolugdo foi que todas as
fases do ciclo reprodutivo ocorriam em ambiente externo, passaram a
ocorrer sobre o esporofito, e a dispersdo passou a ocorrer depois do
desenvolvimento da semente. H4 grande diversidade no aspecto externo
e na estrutura da semente. Estas diferencas sdo relacionadas as
estratégias de dispersdo e de germinagdo, podendo ser relacionadas ao
tamanho, cor, formato e a sindrome de dispersdao (SANTOS, 2003).

Desta forma, o evento considerado mais importante na evolucao
das plantas vasculares foi o aparecimento da semente, um pouco antes
do término do Devoniano (STEWART, 1987). Esta estrutura permitiu o
surgimento de um novo grau evolutivo entre os vegetais, o das
gimnospermas (gimnos= nua, sperma= semente), assim chamadas pela
auséncia do fruto, estrutura de recobrimento caracteristica das
angiospermas, ou plantas com flores. Sendo assim, o ciclo de vida das
plantas que se multiplicam sexuadamente tem inicio e se encerra com a
produgdo de sementes (MARCOS FILHO, 2005).

Sementes de angiospermas s3o formadas basicamente por
tegumento e embrido (cotilédones e eixo embriondrio), e pelo
endosperma, muitas vezes ausente. O tegumento ou casca ¢ a estrutura
externa, que delimita a semente (CARVALHO; NAKAGAWA, 2012).
E elas podem ser distribuidas para diferentes locais por meio de
diferentes mecanismos de dispersdao. Podem atingir distancias
consideraveis a partir do local de origem, contando com suas proprias
estruturas e agentes bioticos e abioticos (MARCOS FILHO, 2005).

De acordo com Ferreira e Borghetti (2004) o desenvolvimento da
semente pode ser divido em trés fases. A primeira ¢ o crescimento
inicial, devido a divis@o celular e ha um aumento rapido no peso fresco
da semente inteira e no conteudo de dgua. Nesta fase, a dgua representa
a maior parte do peso da semente. Ocorre histodiferenciagdo e a
morfogénese da semente acontece & medida que o zigoto se submete as
divisdes celulares, resultando na formagdo do corpo do embrido (eixo
embrionario e os cotilédones). Simultaneamente, ha a formacdo do
endosperma. Na segunda fase hd aumento de tamanho das sementes,
pela expansdo celular e deposicdo de reservas. Os vactiolos diminuem
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de tamanho, as reservas se acumulam e o peso seco aumenta. E a
terceira fase ¢ a de dessecagdo, que ocorre com a perda de 90 a 95% de
perda de agua.

Geralmente, ha alta variagdo na composi¢do quimica das
sementes maturas, mas em todas as sementes ha carboidratos, lipideos e
proteinas armazenadas, os quais serdo utilizados durante o periodo de
germinacdo e estabelecimento da plantula (MELO, 2013).

A maturacdo fisiologica compreende as transformagdes
morfologicas, fisiologicas e funcionais que se sucedem no o6vulo
fertilizado, culminando no ponto de maximo peso da matéria seca. Neste
ponto a semente atinge poder maximo de germinagdo e maximo vigor,
sendo denominado ponto de maturacio fisiologica (GUIMARAES et al.,
1998). A determinacdo da maturidade das sementes pode auxiliar no
entendimento da dindmica do banco de sementes no solo. Em algumas
espécies, a exposicdo das sementes as baixas temperaturas, sob
condig¢des umidas, estimula o crescimento de embrides rudimentares ou
fisiologicamente imaturos (DUARTE et al., 2012).

O vigor das sementes também indica a magnitude da deterioracdo
fisiologica e/ou da integridade, e prevé a habilidade das sementes em se
estabelecer em uma ampla faixa de condigdes ambientais. O teste de
vigor pode ser utilizado para determinar o valor real do lote de
sementes, para predizer o numero de plantulas que irdo emergir no
campo, apresentando assim grande contribui¢do para o sistema de
produgdo de sementes, e também na selecao de cultivares com qualidade
fisiologica elevada, para utilizagdo em programas de melhoramento
genético (PESKE et al., 2003).

A primeira exigéncia para a germinagao ¢ a agua, depois as faixas
de temperatura mais apropriadas dependendo da espécie. Além disso,
podem requerer luz e nutrientes. Desta forma, deve-se ter um conjunto
especifico de condi¢des para que a germinacdo ocorra. Os sinais do
ambiente sdo transmitidos para o interior da semente, causando ativagdo
e inativagdo de reagdes metabdlicas, para que o processo de germinagio
inicie (DE CASTRO; BRADFORD; HILORST, 2004).

O termo germinagdo apresenta diferentes conceitos em fungéo
dos diferentes usos. Agronomicamente considera-se germinagdo a
emergéncia de parte da planta no solo ou a formagdo de uma plantula
vigorosa sobre algum tipo de substrato (BORGHETTI; FERREIRA,
2004). Do ponto de vista fisiologico segundo De Castro, Bradford e
Hilorst (2004) a germinagdo ¢ a protrusao da radicula, sendo o primeiro
processo visivel que ocorre. A hidratacdo dos tecidos que acontece
durante a embebi¢do, promovendo o aumento na atividade respiratoria,
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sintese e consumo de ATP, sintese de proteinas ¢ de RNAm e ativacao
de enzimas. Este processo gera a mobilizagdo das reservas, promovendo
o acumulo de solutos e a entrada de agua nas células, e a expansdo gera
o alongamento embrionario. Posteriormente, ocorre a preparagdo para o
crescimento da plantula (BORGHETTI, 2004).



20



21

4 METODOLOGIA
4.1 MATERIAL VEGETAL

As coletas das sementes foram realizadas em trés populagdes
localizadas no municipio de Curitibanos — SC (27°16°44” de latitude sul
e 50°34°57” de longitude WGR), em campo aberto, a partir de plantas
matrizes, em forma de touceiras com floragdo assincronica. As coletas
foram realizadas durante os meses de dezembro/2012 a fevereiro/2014,
para compor todos os testes realizados.

A caracterizacdo morfologica da planta, inflorescéncia e da
estrutura da semente foi realizada por meio de avaliagdes visuais in loco.
Foram consideradas caracteristicas morfologicas, textura, coloragdo,
tamanho e deiscéncia das inflorescéncias e das sementes. Foi também
avaliada a sincronicidade do desenvolvimento das inflorescéncias.

Para os diferentes periodos de coleta das sementes foram
selecionados dois estadios de desenvolvimento: (1) quando as sementes
estavam aderidas ao pedunculo, e a inflorescéncia apresentava coloragdo
marrom, denominou-se sementes na inflorescéncia; e (2) quando as
sementes estavam soltas, sendo dispersas no campo, denominou-se
sementes dispersas.

A separacdo de sementes e os testes de viabilidade e vigor foram
conduzidos no Laboratério de Ecologia ¢ Morfofisiologia Vegetal do
campus Universitarios de Curitibanos (CBS) da Universidade Federal de
Santa Catarina (UFSC). As andlises histologicas foram realizadas no
Laboratorio de Biologia Celular de Plantas/ Centro de Ciéncias
Bioldgicas/UFSC Floriandpolis.

4.2 TESTE DE GERMINACAO

Apds a coleta, as sementes foram acondicionadas em bandejas
plasticas, para secagem, onde permaneceram por aproximadamente
quinze dias. Apds a secagem ocorreu o beneficiamento das sementes,
com a selecdo manual, de acordo com o tamanho, volume e coloragido
externa das sementes, acrescido da retirada do papus. As sementes
foram homogeneizadas de forma aleatéria para cada més de coleta e
estadio de desenvolvimento, visando obter a amostra de trabalho. Apods
a obtencdo da amostra de trabalho, foram diretamente submetidas aos
testes de vigor e viabilidade.

As sementes beneficiadas foram submetidas ao processo de
desinfestacdo, com metodologia de Ferreira et al. (2001) com
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modificagdes. Inicialmente, as sementes foram colocadas em uma
peneira com malha fina e imersas em 200mL de alcool 70% durante 10
segundos. Em seguida as sementes foram lavadas com 200mL de
hipoclorito de so6dio 1%.Apds foram realizadas trés lavagens com agua
destilada.

Apos a desinfestacdo, as sementes provenientes de dois estadios
de desenvolvimento (sementes dispersas e sementes na inflorescéncia)
foram inoculadas em dois substratos (papel filtro e vermiculita
expandida). A combinacdo destes fatores resultou em quatro
tratamentos. (1) Sementes dispersas/papel filtro (SD/PF); (2) Sementes
dispersas/vermiculita  expandida (SD/V); (3) Sementes na
inflorescéncia/papel ~ filtro  (SI/PF); e (4) Sementes na
inflorescéncia/vermiculita expandida (SI/V) (Tabela 1). Estes
tratamentos foram realizados para cada um dos meses de coleta
(dezembro/2012, janeiro e fevereiro/2013). As sementes foram
inoculadas em caixas tipo Gerbox, contendo os diferentes substratos e
agua. As caixas Gerbox foram mantidas em camara para germinagio
(SOLAB® modelo SL 225), com fotoperiodo de 10 horas de luz a
20+£2°C (FERREIRA et al., 2001, modificado). As avaliagdes do teste de
germinacdo foram realizadas a cada cinco dias, até o trigésimo quinto
(35) dia, quando o experimento foi encerrado. A semente foi
considerada germinada ap6s a protusdo da radicula (DE CASTRO;
BRADFORD; HILORST, 2004).

O teste de germinagdo foi realizado em delineamento
inteiramente casualizado, com cinco repeticdes de trinta sementes,
totalizando 150 sementes por tratamento. Considerando todos os meses
de coleta foram utilizadas um total de 1800 sementes.

Tabela 1: Tratamentos resultantes da combinagdo de dois substratos e estadio
de desenvolvimento das sementes avaliadas no teste de germinagdo para as
coletas realizadas nos meses de dezembro/2012, janeiro e fevereiro/2013.

Tratamentos Sementes dispersas Sementes na inflorescéncia
Papel filtro (1)SD/PF (3)SI/PF
Vermiculita expandida (2)SD/V 4SSV

(1)SD/PF- Sementes dispersas/papel filtro; (2)SD/V- Sementes
dispersas/vermiculita expandida; (3)SI/PF- Sementes na inflorescéncia/papel filtro;
e (4)SI/V- Sementes na inflorescéncia/vermiculita expandida, durante os meses
de dezembro/2012, janeiro/2013 e fevereiro/2013.
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4.3 MEDICOES DE PARTE AEREA E RADICULAR

As avaliagdes das partes aérea e radicular foram realizadas no
trigésimo quinto dia, quando houve o encerramento do experimento de
germinacdo. As medidas das plantulas foram obtidas com auxilio de
régua, sendo medidas parte aérea, radicular e total da plantula. Para a
medigdo da parte aérea e total no més de dezembro/2012, o experimento
de germinacdo foi repetido com sementes que ficaram armazenadas a
8°C durante quarenta e cinco dias. Para as coletas realizadas em janeiro
e fevereiro/2013 a avaliagdo da parte aérea, radicular e total foi
concomitante ao encerramento do teste de germinacao.

4.4 INDICE DE VELOCIDADE DE GERMINACAO

As contagens para o calculo do indice de velocidade de
germinacao foram realizadas a cada cinco dias, a partir do décimo dia
apds o inicio do experimento. O IVG foi calculado de acordo com
Borghetti e Ferreira (2004):

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

Onde Gi, G2, Gn: nimero de didsporos germinados; N1, N2, Nu:

numero de dias apos a semeadura.

4.5 TESTE DE TETRAZOLIO

Para o teste do tetrazolio foi utilizada a metodologia descrita nas
Regras de Analises de Sementes (BRASIL, 2009b). No entanto, ndo
havia a padronizagdo do teste de tetrazolio especifico para esta espécie e
modificagdes foram estabelecidas com abordagens e adequagdo de
espécies filogeneticamente proximas e interpretagdes para espécies
agricolas ja estabelecidas (NETO, 1998; BRASIL, 2009b). Foram
utilizadas sementes provenientes de dois estadios de desenvolvimento
(sementes dispersas e sementes na inflorescéncia) para cada um dos
meses coletados (dezembro/2012, janeiro e fevereiro/2013). As
sementes foram submetidas 4 embebi¢do em agua destilada durante 18
horas em temperatura de 30°C. Apds este periodo foi realizado com
auxilio de bisturi, um corte longitudinal na semente expondo o embrido,
para posterior imersdo em solugdo de tetrazolio 0,5% a 30°C por 3
horas. Para a analise do teste de tetrazdlio, os embrides foram
classificados em vidveis ou inviaveis de acordo com a coloragido e
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aspecto dos tecidos, e pela localizacdo destas coloragdes em relagdo as
areas essenciais ao crescimento.

Os tratamentos avaliados foram N sementes
dispersas/dezembro/2012; (2) sementes na inflorescéncia/ dezembro/
2012; (3) sementes dispersas/janeiro/2013; (4) sementes na
inflorescéncia/ janeiro/ 2013; (5) sementes dispersas/fevereiro/2013;
(6)sementes na inflorescéncia/ fevereiro/ 2013. Foram avaliadas 40
sementes por tratamento, em quatro repeti¢des de 10 sementes cada. Foi
utilizado um total de 240 sementes em todo o periodo de coleta
avaliado.

4.6 ANALISE MORFOHISTOLOGICA EM MICROSCOPIA DE LUZ

As amostras de aquénios, sementes e embrides coletados em
janeiro e fevereiro/2014, foram fixadas em solug¢do de paraformaldeido
(2,5%) em tampao fosfato (0,2M) pH 7,3, na propor¢ao de 1:1, durante
24 h, a temperatura de 4°C. Apos a fixagdo, o material foi lavado em
tampdo fosfato, trés vezes, por trinta minutos (BOUZON, 1993), e
desidratado em uma série de triplice lavagem de trinta minutos com
solugdes aquosas de etanol em concentragdes crescentes (30%, 50%,
70%, 90% e 100%). A pré-infiltragdo das amostras foi realizada,
inicialmente, com uma mistura 1:1 de etanol 100% e historesina
Leica™, durante 12 h; posteriormente o material foi infiltrado em
historesina pura por 24 horas. A inclusdo foi realizada com historesina e
adi¢do de polimerizador (Leica Historesina, Heidelberg, Germany), a
temperatura ambiente, por 2 -3 h (ARNOLD et al., 1975).

As amostras foram seccionadas em microtomo Leica (RM 2135),
com navalhas de aco. Os cortes com espessura de 4 pm foram
distendidos em temperatura ambiente e colocados diretamente nas
laminas sobre gotas de agua destilada e desidratados em placa
aquecedora a 37°C, até a secagem da lamina de agua. Os cortes foram
tratados com diferentes técnicas de histoquimica, de acordo com Rogge-
Renner et al. (2012), com o acido periodico de Schiff (PAS),o0 azul de
toluidina (AT-O) 0,5% e o azul brilhante de Comassie (CBB) 0,4% de
solu¢do de Clark.

Acido Periédico de Schiff (PAS): as laminas foram colocadas em
recipiente fechado (cuba) e foi adicionado acido periddico e deixado
reagir por 20 min. Em seguida, a solugdo foi retirada, e as 1dminas foram
lavadas por 10 minutos em agua corrente. Em seguida foi adicionado
reagente de Schiff e fechado recipiente com papel aluminio (reagéo
ocorre no escuro) e deixada pro 20 minutos. Na continuidade, as ldminas
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foram lavadas com agua destilada, até todo o excesso da solugdo e
residuo sair. Em seguidas foram colocadas para secar.

Azul de toluidina 0,5% (ATO): Foram adicionadas gotas de
corante sobre a ldmina, onde estava o material a ser corado. Em seguida
as laminas foram lavadas em um fio de agua, e colocadas para secar.

Azul Brilhante de Comassie (CBB): foi adicionado CBB sobre as
laminas, a reagdo ocorreu no escuro, com papel aluminio por 45
minutos. Apds as amostras foram lavadas com solu¢do de Clark (75%
alcool p.a. e 25% acido acético), até retirar o excesso do acido, e em
seguida as laminas foram lavadas em agua destilada, para reidratar, em
seguida colocadas para secar naturalmente.

As observagdes e o registro das caracteristicas qualitativas foram
realizados em Microscopio Olympus BX41, adaptado com sistema de
fotomicrografia Olympus America INC Q color 3.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados quantitativos foram submetidos a analise da variancia e
quando significativos ao teste de Tukey a 5% de significancia. As
analises foram realizadas utilizando o programa ASSISTAT Versao 7.6
beta.



26



27

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 ESTRUTURA DA INFLORESCENCIA E SEMENTE

Foram observadas plantas na forma de touceiras (Figura 1A) e
com floragdo assincronica, ou seja, em diferentes estadios de
desenvolvimento. As inflorescéncias possuiam flores distintas, as do
raio e as do disco ou miolo, sendo que as flores do raio apresentaram
ligula amarela, o que causou o contraste destas com a paisagem (Figura
1A). Com base em avaliagdes visuais “in loco” foi observado que apds
a polinizagdo das inflorescéncias, estas passaram a apresentar
modificagdes na coloracdo, passando de amarelo a marrom escuro,
perderam as ligulas, ou estas secaram e continuaram aderidas ao
pedunculo (Figura 1B). Em seguida, foi observado que as estruturas
chamadas de papus se abriram, as sementes se desprenderam do
pedunculo e foram dispersas no ambiente (Figura 1C).

Com base nestas observagdes “in loco” as sementes foram
classificadas de acordo com caracteristicas morfologicas de textura,
coloragdo e tamanho. Foram identificados dois tipos de sementes: as
sementes secas (Figura 1D1) e as intumescidas (Figura 1D2). Foi
observado que as sementes intumescidas apresentaram tecido com
coloragdo clara em seu interior (Figura 1E), e as sementes secas, apenas
uma camada seca e escurecida em seu interior (Figura 1F).
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0.5 cm

Figura 1: Caracteristicas morfologicas das inflorescéncias e sementes de
Trichocline catharinensis. A) Aspecto geral da planta com inflorescéncias em
diferentes estadios de desenvolvimento; B) Inflorescéncia com coloragao
marrom, apds a polinizagdo com as sementes aderidas ao pedinculo; C)
Sementes dispersas ao ambiente; D) Sementes com o papus retirado, (1) secas e
(2) intumescidas; E) Sementes intumescidas com preenchimento amarelado em
todo o interior; F) Sementes secas com preenchimento seco e escurecido.

5.2 TESTE DE TETRAZOLIO

Para as sementes de 7. catharinensis este teste foi feito com
amostras de sementes separadas, mas respectivamente dos mesmos lotes
de sementes utilizados no teste de germinagdo. O teste de tetrazolio
indicou que para o més de dezembro/2012 as sementes dispersas
apresentaram 95% de viabilidade, ou seja, ocorreu a reducdo do sal de
tetrazolio, e os tecidos das sementes apresentaram coloragdo vermelha
(Figuras 2 e 3B). Para as sementes coletadas na
inflorescéncia/dezembro/2012, a viabilidade foi de 100%. Nas coletas de
janeiro/2013, a viabilidade foi de 97,5% e 2,5% para as sementes
dispersas e para as da inflorescéncia, respectivamente. Para as coletas
durante o més de fevereiro/2013, as sementes de ambos os estadios de
desenvolvimento apresentaram baixa viabilidade, com 2,5 e 5,0% para
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as sementes dispersas e para as da inflorescéncia, consequentemente
(Figuras 2 e 3A).
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Figura 2: Teste de tetrazolio aplicado as sementes de Trichocline catharinensis,

provenientes de coletas realizadas nos meses de dezembro/2012, janeiro e
fevereiro/2013, com sementes dispersas (dis) e na inflorescéncia (inf). Teste de
Tukey significativo a 1% de probabilidade.

Sementes Viaveis (%)

Figura 3: Aspecto das sementes de Trichocline catharinensis apés teste de
tetrazolio. A) Sementes inviaveis; B) Sementes viaveis.
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Desta forma, considera-se que para o més de fevereiro/2013 a
baixa viabilidade no teste de tetrazolio, para ambos os estadios de
desenvolvimento coletados, pode ter relacdo com o periodo de coleta,
uma vez que o periodo com predominancia de floragdo esta entre
novembro e dezembro (CABRERA; KLEIN, 1973), assim como a
dispersdo das sementes. Desta forma, considera-se que para o més de
fevereiro/2013 as sementes podem ter sofrido alteracdes fisiologicas e
bioquimicas, as quais diminuiram sua viabilidade. Ja para o més de
janeiro/2013, as sementes na inflorescéncia ou aderidas ao pedunculo,
apresentaram baixa viabilidade de sementes, assim como em trabalho de
Lattuada et al. (2012), com Schlechtendalia luzulifolia Less., conhecida
como boldo-de-ouro (Asteraceae), onde as sementes ainda presas a
inflorescéncia apresentaram menor viabilidade em relagdo as soltas ou
dispersas. Em teste de tetrazdlio as sementes ainda presas apresentaram
60% de viaveis, e as soltas ou dispersas 63%. Neste sentido Lattuada et
al. (2012), chegaram a conclusdo de que as sementes presas ao
pedunculo ainda estavam imaturas, com alto teor de massa verde, em
relacdo as sementes soltas. Adicionalmente, deve-se considerar que
durante o desenvolvimento das sementes ha diversas alteragOes
morfologicas nos frutos e sementes, na viabilidade, vigor, no teor de
umidade, massa seca e reservas das sementes, que podem afetar sua
viabilidade germinativa (SHIBATA, 2013).

O teste de tetrazolio ¢ considerado rapido e eficiente para
determinar viabilidade e vigor de sementes, e ¢ influenciado pela
umidade das sementes, danos mecénicos ou por insetos (PESKE, 2003).
Este ¢ um teste bioquimico, que tem por principio a alteragdo da
coloragdo dos tecidos vivos do embrido, pela reducdo de um indicador
no interior dos mesmos. Esta alteracdo reflete a atividade do sistema
enzimatico, das enzimas desidrogenases presentes no processo de
respiragdo das sementes, nas mitocondrias, que catalisam a reagdo de
reducdo do sal de tetrazdlio nas células vivas. A reagdo de reducdo que
ocorre resulta na formag¢do de um composto vermelho, conhecido como
formazan (PESKE, 2003), o qual perde um hidrogénio para as enzimas
desidrogenases. Os tecidos corados em vermelho indicam que as células
estdo respirando, e os tecidos mortos ndo reagem com o sal de tetrazdlio,
ficando com a coloragdo inicial.

De acordo com o teste de tetrazdlio, para maior viabilidade das
sementes de T. catharinensis estas devem ser coletadas nos meses de
dezembro/2012 e janeiro/2013. Ainda pode-se sugerir que para as
sementes de 7. catharinensis o protocolo utilizado se mostrou eficiente e
foi compativel com os demais testes de viabilidade. Com base nisto
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sugere que estes dados podem ser utilizados como base inicial para o
estabelecimento do protocolo do teste de tretrazolio para esta espécie.

5.3 GERMINACAO

Para sementes de 7. catharinensis, foi observado que a
geminagdo ocorreu aos 10 dias apo6s a implantagdo do experimento, e
estabilizou em torno dos 25 a 30 dias de avaliagdo, variando de acordo
com o tratamento (Figura 4A,B,C). Ferreira et al. (2001) definiu em seu
trabalho que sementes de diferentes espécies de Asteraceac com uma
médias de germinacdo igual ou superior a 10 dias, sdo consideradas de
germinacdo lenta. Isto indica que, as sementes de 7. catharinensis,
submetidas ao teste de germinacdo no presente trabalho podem ser
consideradas também de germinacdo lenta.

Para a coleta do més de dezembro/2012, o tratamento das
sementes aderidas a inflorescéncia/papel filtro (SI/PF), apresentou
maiores porcentagens de germinacdo, com 79,3%. Enquanto que as
sementes dispersas/papel filtro (DS/PF), apresentaram as porcentagens
médias de germinacdo mais baixas para o més de dezembro/2012, com
58% de sementes germinadas (Figura 4A).

Em relacdo as sementes coletadas durante o més de janeiro/2013,
o tratamento das sementes dispersas/papel filtro (SD/PF) apresentou
média de 76% de germinacdo, sendo considerada a maior porcentagem
de germinacdo para este més. O tratamento das sementes
dispersas/vermiculita expandida (SD/V) obteve média de 74,7% de
germinagdo, enquanto que os tratamentos de sementes na
inflorescéncia/papel filtro (SI/PF) e vermiculita expandida (SI/V)
apresentaram germinagdes médias de 56,7 e 65,3%, respectivamente
(Figura 4B). Em teste de germinagdo de Adenostemma brasilianum,
Asteraceae, sementes recém coletadas e submetidas ao teste de
germinacgdo também apresentaram médias de germinagdo elevadas, entre
85,5 ¢ 88,5% (GODINHO; MANTOVANI-ALVARENGA; VIEIRA,
2011). E para sementes de girassol (Helianthus annuus, Asteraceae) 87 a
94% de germinacdo em diferentes lotes coletados, corroborando com o
teste de germinacdo de 7. catharinensis, para os meses de
dezembro/2012 e janeiro/2013.

No presente trabalho, durante o0 més de fevereiro/2013, a maior
taxa de germinagdo foi de 46,7%, obtida no tratamento sementes
dispersas/vermiculita expandida (SD/V), e apenas 14,7% para o
tratamento das sementes na inflorescéncia/vermiculita expandida (SI/V)
(Figura 4C), gerando as porcentagens médias mais baixas em relagdo
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aos periodos avaliados. Em trabalho de Ferreira et al. (2001), para treze
espécies da familia Asteraceae, somente quatro apresentaram
germinagdo superior a 60%, a menor média de germinagdo foi de 22,2%
para Trixis praestans. As menores taxas de germinacdo sdo explicadas
pela baixa produgdo de aquénios férteis (VELTEN; GARCIA, 2005),
sementes sem embrides (MALUF; WIZENTIER, 1998), e condicdes
climaticas (SHIBATA, 2013). O que sugere que as espécies da familia
em questdo possuem diversos fatores intrinsecos e extrinsecos influentes
na germinagao.

Diferentes autores (MALUF; WIZENTIER, 1998; VELTEN;
GARCIA, 2005; GODINHO; ALVARENGA; VIEIRA, 2011,
FERREIRA et al., 2001) citam outro fator relevante, que ¢ a
dificuldades com a separagdo de sementes de Asteraceae, viaveis,
invidveis e sem embrido. Principalmente devido as suas caracteristicas
morfologicas muito parecidas, e a separacdo a olho nu se torna um
pardmetro inseguro. Godinho, Alvarenga e Vieira (2011), em trabalho
com sementes de A. brasilianum (Asteraceae), ndo havia forma para
separar visualmente as sementes imperfeitas das perfeitas devido a
semelhanga morfologica. O beneficiamento e selegdo de sementes para o
més de fevereiro/2013 podem estar relacionados as taxas de germinagao
encontradas, mas considera-se que o periodo de coleta foi o principal
fator limitante.

Uma forma de separagdo de sementes ¢ o uso da densidade, a
qual relaciona massa e volume, estes métodos mostram-se eficientes
para sementes pequenas e leves. Enquanto que métodos visuais, apenas
de massa e separa¢do com soprador podem ndo possuir a eficiéncia
desejada. Este ultimo método foi utilizado para sementes de arnica
(Lychnophora pinaster Mart, Asteraceae) e ndo apresentou eficiéncia,
devido a massa da semente ser pequena, relacionada a massa total do
fruto (DE MELO et al., 2009).

Barros e Rossetto (2009) relatam a existéncia de limitagdes do
teste de germinagdo, para a detecgdo de diferengas ndo acentuadas na
qualidade fisioldgica entre lotes de sementes. Podendo se um fator para
os menores valores de porcentagem de germinagdo e viabilidade das
sementes coletadas em fevereiro/2013. Tanto o teste de tetrazolio como
o de germinag@o para ambos os estadios de desenvolvimento coletados,
apresentaram semelhantes resultados para os periodos de coleta. Ambos
demonstraram que os meses de dezembro/2012 e janeiro/2013
apresentam alta viabilidade de sementes, porém para as
sementes/inflorescéncia em janeiro/2013 ocorreu baixa viabilidade no
teste de tetrazdlio, o que pode ser justificada devido ao ponto de
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maturacdo fisiologica deste lote de sementes, condi¢cdes climaticas
(SHIBATA, 2013), e relagdo com as populagdes coletadas.
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Figura 4: Porcentagem de germinagao de Trichocline catharinensis em camara
de germinago, em A) dezembro/2012; B) janeiro/2013; C) fevereiro/2013 (SD:
sementes dispersas; SI: sementes na inflorescéncia; V: vermiculita expandida;
PF: papel filtro).
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Na maturidade fisiologica ocorrem os maiores niveis de peso de
matéria seca, viabilidade e vigor, entretanto em trabalho de Guimaraes
et al. (1998), com zinia (Zinnia elegans Jacq.) da familia Asteraceae,
ocorreram alteragdes fisioldgicas e bioquimicas apds a semente atingir o
maximo peso de matéria seca, dificultando as coletas de sementes com
maxima viabilidade e vigor. Trabalhos com baixos percentuais de
aquénios férteis produzidos para Asteraceae sdo comumente
encontrados, devendo ser um fator a considerar durante coletas de
sementes. Uma vez que, a maior taxa de germinagdo para Eremanthus
elaeagnus (Asteraceae) foi de 10%. Sugerindo que a baixa produgéo
de aquénios férteis causa baixas taxas de germinacdo (VELTEN;
GARCIA, 2005). Em mesmo trabalho, aproximadamente 70 e 56% dos
aquénios de E. elaeagnus e E. glomerulatus, coletados em agosto e
julho/2001, respectivamente, eram aparentemente viaveis e, deste
porcentual, cerca de 91 e 73% ndo possuiam embrides. Desta forma o
método de selecdo de sementes viaveis é essencial, e pode ter sido
considerado um fator positivo para o trabalho em questao.

A época de coleta pode influenciar na conservacdo e qualidade
fisiologica, pois se as sementes forem colhidas apds a maturagdo
fisiologica apresentaram menor potencial de armazenamento e ja
iniciaram deterioracdo. Ja a colheita precoce pode resultar em sementes
imaturas e com baixo vigor, relacionado ao desenvolvimento incompleto
do eixo embrionario, disponibilidade de compostos de reserva essenciais
a germinagdo e ao desenvolvimento inicial das plantulas (SHIBATA,
2013).

Quanto aos substratos usados, o papel filtro foi superior para os
meses de dezembro/2012 e janeiro/2013. Deve-se considerar a
caracteristica dos substratos, em relagdo a maior chegada de
luminosidade as sementes (GUEDES et al., 2010). Sendo que o papel
filtro deixava as sementes mais expostas a luminosidade em relacdo a
vermiculita expandida.

As caracteristicas que o substrato papel filtro deve ter, segundo
Brasil (2009b), podem auxiliar o bom desempenho. Estas caracteristicas
estdo relacionadas a fibra de madeira, algoddo ou outra celulose,
capacidade de retencdo de agua para suprir as necessidades da semente.
Além disso, deve ser livre de impurezas e patdgenos, assim como
possuir resisténcia ao manuseio (BRASIL, 2009b), o qual demonstrou
esta capacidade durante os ensaios. Apesar de a vermiculita expandida
apresentar caracteristicas adequadas a germinagdo como boa retengdo de
agua, leveza e facil manuseio, ndo apresentou os melhores resultados
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para esta espécie (GUEDES et al., 2010), além das dificuldades para
contagem de sementes, devido a coloragdo semelhante.

Em relagdo aos estadios de desenvolvimento coletados e os
periodos, o teste de germinacdo apresentou diferencas significativas.
Sendo que, segundo a analise estatistica 0 més de fevereiro/2013 diferiu
dos meses de dezembro/2012 e janeiro/2013. Em dezembro/2012 as
sementes na inflorescéncia apresentaram 75,3% de germinacgao,
enquanto que as dispersas apresentaram 62%. J& para janeiro e
fevereiro/2013 as sementes dispersas apresentaram maiores taxas de
germinacdo, com 75,3 e 39,3%, enquanto que as coletas de sementes na
inflorescéncia obtiveram 61 e 23,3% de germinacdo. Fevereiro/2013
obteve as menores taxas de germinacdo, em relacdo a ambas as coletas,
com 39,3 e 23,3% para dispersas e inflorescéncia, respectivamente
(Figura 5A). Desta forma, somente as coletas de fevereiro/2013
(sementes dispersas e na inflorescéncia) diferiram, comprovando as
menores porcentagens de germinagdo para este més, comparativamente
aos demais.

As oscilagdes durante a germinagdo podem possuir diferentes
fatores, que podem influenciar no processo de germinacdo das sementes,
como as exigéncias por agua, temperatura, luminosidade e nutrientes.
Assim, fica claro que as sementes necessitam de um conjunto de
condigdes para obter sucesso durante a germinacdo (DE CASTRO;
BRADFORD; HILHORST, 2004). Podendo ser uma explicagdo para as
oscilagdes de germinacdo durante os periodos de coleta.

O comprimento aéreo e radicular das plantulas, segundo teste de
médias (Tukey 5% de probabilidade), ndo variou significativamente
entre os tratamentos. O comprimento aéreo das plantulas ficou em torno
de 6,05 mm, j& o da parte radicular variou de 11,85 mm no tratamento
das sementes dispersas de dezembro/2012 a 21,0 mm para as sementes
dispersas de fevereiro/2013. Em relagdo a comparagdo de médias da
parte aérea e radicular, ocorreu variagao significativa, sendo a média da
parte radicular maior que a aérea, com 16,3 e 6,1 mm, respectivamente.
O tamanho total das plantulas também ndo diferiu estatisticamente entre
os tratamentos avaliados. Apresentou tamanho total com amplitude de
17,9 mm (sementes dispersas do més de dezembro/2012) a 27,0 mm de
comprimento (sementes dispersas do més de fevereiro/2013) (Figura
5B).

O indice de velocidade de germinag¢do (IVG), em relacdo aos
periodos e aos tipos de coleta, apresentou-se muito heterogéneo, e
variou de 1,15 para as sementes na inflorescéncia/dezembro/2012 e 0,42
para as sementes inflorescéncia/fevereiro/2013. Entretanto, este indice
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comprovou os resultados dos testes de germinacdo, com IVG 1,15 para
sementes na inflorescéncia e 0,84 para as dispersas em dezembro/2012.
Para os meses de janeiro e fevereiro/2013 as sementes na inflorescéncia
apresentaram IVG 1,08 e 0,42, e para as sementes dispersas 1,01 ¢ 0,67,
respectivamente (Figura 5C).

Considerando os testes de tetrazdlio, germinag¢do ¢ o IVG, as
sementes nos dois estadios de desenvolvimento (dispersas e na
inflorescéncia) de dezembro/2012 apresentaram altos valores de vigor e
viabilidade. Assim como para janeiro/2013, com excegdo das sementes
na inflorescéncia, no teste de tetrazolio, o qual apresentou baixa
viabilidade, possivelmente devido a diferentes fatores morfologicos e
fisiologicos da planta e pela influéncia climatica (LATTUADA et al.,
2012; SHIBATA, 2013). Foi observado que para a espécie S. luzulifolia
Less. (Asteracaeae) o ponto de maturacdo fisiologica causou diferengas
durante testes de viabilidade. As média de germinagdo para sementes
aderidas a inflorescéncia foram de 29% e 77% para as sementes soltas,
em temperatura de 20°C (LATTUADA et al., 2012), devido a coleta de
sementes ainda imaturas, as quais necessitavam de reservas da planta
mae.
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Figura 5:  Testes aplicados as  sementes de  Trichocline
catharinensis,germinadas em camara de germinagdo, de coletas realizadas nos
meses de dezembro/2012, janeiro/2013 e fevereiro/2013 para sementes
dispersas e na inflorescéncia. A) Porcentagem de germinagdo; B) Comprimento
areo e radicular; C) Indice de Velocidade de germinagio.
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5.4 DESENVOLVIMENTODAS INFLORESCENCIAS, SEMENTES
E EMBRIAO: CARACTERIZACAO EXTERNA E INTERNA

Com base nas observagdes “in loco” e posteriormente com a
separacdo e processamento do material por meio de técnicas
histolégicas, foram caracterizadas quatro fases de desenvolvimento
incluindo a inflorescéncia e a semente de 7. catharinensis. Foi
observado nas fases I, II, Il e IV (Figura 6) a ocorréncia de mudangas
na coloracdo e formacao dos tecidos internos durante o desenvolvimento
da inflorescéncia e sementes.

Na fase I a inflorescéncia apresentou coloracdo verde clara, as
ligulas estavam em desenvolvimento, assim como as flores (Figura
6A,E). A flor possuia os papus e o ovario com coloragdo amarela clara
(Figura 6I), e o ovario ainda estava em desenvolvimento, com a
formagao dos tecidos (Figura 6M).

A fase II possuia a inflorescéncia com papus bem desenvolvidos,
e coloragdo amarela. As flores estavam abertas, com suas estruturas
reprodutivas em antese, aptas a receber o polen (Figura 6B,F). As flores
apresentavam ovarios e papus maiores que na fase I, e estigma e anteras
abertos (Figura 6J). No desenvolvimento ovariano foi observada a
formacdo da regido seminal, e as células ja apresentavam maior
diferenciacdo de tecidos (Figura 6N).

Na fase III a inflorescéncia apresentou coloragdo marrom, as
ligulas entraram em senescéncia, assim como a parte reprodutiva, e os
papus apresentaram-se bem evidentes (Figura 6C, 6G). Os frutos
passaram a ser chamadas de cipselas (GALASTRI; OLIVEIRA, 2010)
ou aquénios, devido a fecundag@o. Martins e Oliveira (2007) definem
que os frutos de Asteraceae sdo enquadrados como aquénio ou cipsela,
sendo um tipo especial de fruto seco, indeiscente, caracteristico da
familia, no qual o tegumento da semente e a parede do fruto sdo
justapostos, porém independentes. Enquanto que os papus apresentaram
grande volume (Figura 6K). A semente possuia embrido globular em
desenvolvimento, com endosperma ocupando grande espaco (Figura
60).

Durante a fase IV a inflorescéncia se abriu para a dispersdo os
aquénios. E esta apresentava um formato arredondado, com papus
abertos e sementes com coloragdo desde marrom clara a escuras (Figura
6D,H,L). Nesta fase do desenvolvimento o embrido apresentou-se bem
desenvolvido ou maturo, com os cotilédones e regides meristematicas
definidas (Figura 6P).
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Figura 6: Desenvolvimento de inflorescéncias, sementes e embrido de
Trichocline catharinensis, com alteracdes morfologicas e fisiologicas,
apresentadas macro e microscopicamente: I) desenvolvimento da inflorescéncia,
IT) da regido seminal; III) do embrido globular; IV) do embrido cotiledonar;
V(A,B,C,D)- inflorescéncias em diferentes estddios de desenvolvimento;
VI(E,F,G,H)- inflorescéncias seccionadas ao meio, com caracteristicas internas
visiveis; VII(LJ,K,L)- modifica¢cdes de um aquénio individualizado ao longo do
desenvolvimento ~ VIII(M,N,O,P)-  caracteristicas  histoquimicas do
desenvolvimento de sementes. (M,O,P - Acido Periodico de Schiff; N- Azul de
Toluidina).
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5.5 MODIFICACOES MORFOHISTOQUIMICAS DURANTE O
DESENVOLVIMENTO DA INFLORESCENCIA, SEMENTE E
EMBRIAO

A espécie T.catharinensis, como cita Galastri e Oliveira (2010)
para as Asteraceae, apresentou 6rgdos reprodutivos morfologicamente
homogéneos, com ovario infero, sincarpico e bicarpelar, com um tnico
o6vulo unitegumentado e basal. A epiderme externa apresentou-se
unisseriada, composta por células cuboides justapostas, de citoplasma
denso e nucleos evidentes e numerosos tricomas (Figura 7A). Estas
mesmas caracteristicas foram observadas por Martins e Oliveira (2007)
em Vernonia brevifolia e V. herbacea (asteraceas). Ainda nestas
espécies foi observado que o mesofilo ou tegumento ovariano foi
formado por duas regides distintas, sendo mesdfilo interno e externo
(MARTINS; OLIVEIRA 2007). Para T. catharinensis o mesofilo
externo, apresentou uma a trés camadas de células, com nucleos
evidentes. J& no mesofilo interno foi observado de seis a nove camadas
de células, com nucleos evidentes. No mesofilo foram observados os
corddes précambiais (cp), iniciando diferenciagdo, disposto entre o
mesofilo externo (me) e o interno (mi) (Figura 7A).

Durante observagdes, foi visualizado que no 6vulo (ov) ocorreu a
diferenciacdo de tegumento externo (te) e interno (ti). O tegumento
externo (te) com uma a duas camadas de células, com formato cuboide e
nucleos visiveis, e o tegumento interno (ti) apresentou aproximadamente
cinco a sete camadas de células, mais arredondadas e desorganizadas
que o tegumento externo, e nucleos visiveis. Ao centro foi observada a
formacdo da regido seminal (*) (Figura 7B), onde a célula ovo ou célula
do megésporo diferencia-se. Na figura 7B, em sua extremidade, foi
visualizada a presenca dos papus, com camadas de células alongadas, e
na outra extremidade a regido do carpopodio, a qual une a flor a
inflorescéncia, com células pequenas e arredondadas. Em trabalho de
Julio e Oliveira (2009) os papus também estavam presentes, assim como
na maior parte das Asteraceae, favorecendo a dispersdo por longas
distancias. Os papus podem estar envolvidos com a absor¢do de agua,
uma vez que a maioria destas espécies cresce em ambientes secos
(SANCHO; KATINAS 2002).

Na a figura 7A, com coloragdo de azul de toluidina, que identifica
polissacarideos acidos, foram visualizados nos tecidos do fruto e do
ovulo constituidos de polissacarideos, principalmente nas paredes
celulares. Assim como a coloragdo de acido periddico de Schiff, que
identifica polissacarideos neutros, como celulose, hemicelulose e
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glicoproteinas (ABUD et al., 2010), também estava presente nas paredes
celulares, constituindo suas camadas. Os polissacarideos sdo
encontrados na forma soluvel e insoluvel, e sdo fonte de carbono, bem
como protegem contra efeitos negativos da desidratacdo (SHIBATA,
2013). Os polissacarideos ocorreram em grande quantidade na
composic¢do celular, tanto durante o desenvolvimento do fruto, do 6vulo
e do embrido até a maturagdo (Figura 7).

Durante a formagdo da célula do megasporo houve diferenciagio
da camada de células do endotélio (en) e formagdo da cavidade seminal
(Figura 7C) com a formagdo da célula ovo (me) e a degeneragdo das
demais. Souza (2009) explica que as células do 6vulo podem se
diferenciar das demais, formando contetido citoplasmatico denso e
nucleos conspicuos, sendo denominadas células esporogenicas ou
arquesporiais. A célula mde do megasporo, originada por divisdo da
célula arquesporial, sofreu divisdes meiodticas e formou uma tétrade de
células, que sdo chamadas de megasporos. Destas células trés
degeneraram e uma desenvolveu (SOUZA, 2009). Quando as estruturas
estavam formadas e aptas, ocorreu a fecundagdo, e desenvolvimento do
embrido. Em T.catharinensis durante o desenvolvimento do embrido
(em) foram observados os estadios de desenvolvimento globular (Figura
7D) e cotiledonar (figura 7E). Foi observado que quando o embrido
estava no estadio globular apresentou grande volume de endosperma
(eo) e fina camada de endotélio (en) (Figura 7D).

Durante o estadio globular de desenvolvimento do embrido, este
apresentou grande acimulo de polissacarideos (Figura 7D), os quais
formaram uma camada na regido cotiledonar (Figura 7E). Foi reportado
que estes polissacarideos sdo indispensaveis para a germinagdo e
desenvolvimento das plantulas, devido a disponibilizagdo de energia
(SHIBATA, 2013).

Ja no estadio cotiledonar, foi identificado os cotilédones bem
visiveis, assim como a regido meristematica, com meristema apical (pl)
e radicular (ra) (Figura 7E,F). A regido meristematica apresentou células
com nucleos grandes e evidentes (#), que ocuparam grande parte do
citoplasma (Figura 7G). Foi observado que ao longo do
desenvolvimento do embrido o tegumento diminuiu sua espessura €
ficou desorganizado corroborando com as informagdes descritas por
Carvalho e Nakagawa (2012), para sementes em geral.

De acordo com Rogge-Renner et al. (2012), os carboidratos
(polissacarideos) que estavam distribuidos na parede celular, podem ser
além dos componentes ja citados, o amido. Desta forma, os carboidratos
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podem ser uma reserva energética e no presente trabalho foram
observados principalmente no embrido cotiledonar (Figura 7E,F,G).
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Figura 7: Caracterizagdo morfohistologica comimagens em microscopia de luz
do desenvolvimento de inflorescéncias, sementes ¢ embrides de Trichocline
catharinensis. A)desenvolvimento da parede ovariana (po) e do 6vulo (ov); B)
presenca de regido seminal; C) formagdo da célula ovo ou megasporo;
D)desenvolvimento embrionario em estadio globular; E) embrido cotiledonar
F)regido meristematica do embrido cotiledonar; G) células meristematicas. (po:
parede ovariana; ov: 6vulo; *: nucelo; me: células que formardo célula ovo/
megaesporogenese; eo: endosperma; en: endotélio; em: embrido; #: células
meristematicas; te: tegumento externo; ti: tegumento interno; cs: cavidade
seminal; pl: plumula; ra: radicula; me: mesofilo externo; mi: mesoéfilo interno;
cp: corddo procambial; seta: tricomas). A,C- Azul de Toluidina; B,D,E,F,G-
Acido Periddico de Schiff.
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5.6 CARACTERISTICAS HISTOQUIMICAS E FISIOLOGICAS DA
SEMENTE

Macroscopicamente notou-se a diferenga entre sementes viaveis e
inviaveis, devido ao maior tamanho e colora¢do mais clara das vidveis,
em relacdo as inviaveis (Figura 8A), conforme j& mencionado
anteriormente. Sob estereomicroscopio foi possivel visualizar que
internamente as sementes viaveis apresentavam tecido de preenchimento
com coloragdo amarelada (Figura 8B), ja as sementes inviaveis
apresentavam um tecido seco e mais escurecido (Figura 8C).

¥

.5¢m 0.5 em

Figura 8: Estrutura macroscopica de sementes de Trichocline catharinensis. a)
semente viavel e invidvel; b) caracteristica interna de sementes viaveis; c)
caracteristica interna de sementes inviaveis.

Em sementes viaveis de T. catharinensis (Figura 9) foi observado
a formagdo de embrides em estadio cotiledonar (Figura 9A). Para a
formagdo de uma plantula normal, a regido meristematica (Figura 9B)
deve ter a capacidade de diferenciar os tecidos (TAIZ; ZEIGER, 2009).

As camadas de células externas dos cotilédones apresentaram
polissacarideos e proteinas nas paredes celulares e citoplasma. Estes
tecidos reagiram com o azul de toluidina e acido periddico de Shiff,
demonstrando que possuia polissacarideos, e com o azul brilhante de
Comassie, corando as proteinas (Figura 9C,D,E) (ROGGE-RENNER et
al., 2012).

Sugere-se que esta deposi¢cdo de carboidratos (polissacarideos)
nas paredes celulares dos cotilédones serve para a germinagdo e
desenvolvimento inicial (SHIBATA, 2013). Para as camadas de células
mais internas dos cotilédones, as proteinas estavam concentradas no
citoplasma (Figura 9D). As proteinas possuem a funcdo de fornecer
aminoacidos essenciais para o processo de germinagdo e
desenvolvimento inicial da plantula, a partir do crescimento embrionario
(SHIBATA, 2013). Foi observado que as células da regido cotiledonar
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apresentaram nucleos pequenos (Figura E), visiveis ou ndo, e as células
da regido meristematica possuiam células em formato arredondado ou
muitas vezes cuboides, com nucleos grandes e evidentes (Figura 9F).

Figura 9: Caracteristicas histoquimicas de semente de Trichocline
catharinensis. A) embrido maturo; B) regido meristematica do embrido; C,D,E)
células da regido cotiledonar; F) células da regido meristematica;.A,B,E,F-
acido periodico de Schiff; C- azul de toluidina; D- azul brilhante de Comassie.
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6 CONCLUSAO

A germinagao das sementes de 7. catharinensis iniciou aos 10 dias,
apos implantacdo do teste, com a protusdo da radicula.

Os meses de dezembro/2012 e janeiro/2013 foram os mais
apropriados para a coleta e germinagdo de 7. catharinensis, sendo
observado maior vigor e viabilidade. As coletas de sementes de
fevereiro/2013  apresentaram  menor  vigor e  viabilidade,
comparativamente aos demais meses coletados. O substrato que obteve
os melhores resultados para a germinagéo foi o papel filtro.

A caracterizagdo da inflorescéncia, semente ¢ embrido de 7.
catharinensis permitiu a identificagdo de diferentes tecidos e
composi¢des quimicas, e quatro fases principais de desenvolvimento. A
() formacdo e desenvolvimento da inflorescéncia; (II) da regido
seminal; (III) do embrido globular; (IV) dos cotilédones e regido
meristematica.

Com os resultados apresentados neste trabalho, conclui-se que a
espécie 1. catharinensis possui bom potencial de germinagdo, com
viabilidade e vigor das sementes. E estes dados podem ser utilizados
como informagdes iniciais para o desenvolvimento de estratégias de uso
desta espécie como planta ornamental, bem como para o
desenvolvimento de estratégias e conservagdo da mesma.

Recomenda-se a coleta e germinagdo de sementes de T.
catharinensis nos periodos de dezembro e janeiro, as quais podem ser
utilizadas para ornamenta¢do em canteiros e areas abertas.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Baseado nos resultados encontrados, este foi um trabalho inicial e
que estudos adicionais devem ser realizados incluindo modificagdes
metodologicas as quais ndo foram possiveis de serem executadas no
presente trabalho. No entanto, as informag¢des aqui levantadas sdo
essenciais, especialmente pelo fato de estudar as sementes de uma
espécie nativa, com potencial ornamental e atualmente em estado de
vulnerabilidade. Adicionalmente, este trabalho permitiu o contato e
aprendizado de diferentes procedimentos laboratoriais em testes
aplicados no estudo das sementes. Estas metodologias podem ser
utilizadas e ampliadas para o estudo de sementes de espécies florestais
nativas pouco conhecidas.

Para a continuidade deste trabalho deve-se acompanhar o
desenvolvimento in situ das plantas matrizes, com coletas periddicas de
inflorescéncias marcadas apos a antese das flores. Isto permitira melhor
precisdo da descricdo quanto as fases de desenvolvimento da semente e
embrido. Ainda devem ser feitos futuros trabalhos de caracterizacao
bioquimica da semente, como a analise de proteinas para auxiliar na
caracterizagdo fisiologica da semente a partir de dias apds a antese, bem
como aqueles relacionados ao comportamento recalcitrante ou ortodoxo
das sementes.
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