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INTRODUCZOD

A semente de uma angiosperma se desenvolve a partir de um
ovulo fertilizado. Quando madura, a semente usualmente consiste
de um embrifo, resultado da fertiliza¢3o0 da oosfera no saco em-
brionario e um dos nucleos do tubo polinico; de um endosperma,
éue se origina da fus3o de dois nicleos polares no saco embriona-
rio com o outro nucleo do tubo polinico ou de um perisperma, que
se desenvolve a partir do nucelo e a teéta, formada por um ou por
dois tegumentos que circundam o dévulo (Esau, 1977; Cutter, 1978).

O embri3o consiste de um eixo embrionario e um ou mais coti-
lédones. O eixo € formado pela radicula, pelo hipocdtilo no qual
os cotilédones est3o ligados e pelo dpice. (Kozlowski & Gunn,
1972) .

Os cotilédones de sementes endospérmicas s3o folidceos, pois
n3o funcionam como reserva como em Ricinus communis (Esau, 1977).
Em sementes n3o endospérmicas, como em Phaseolus vulgaris (Banks
& Muir, 1980), Canavalia ensiformis e C. gladiata, (Cortelazzo,
1989) os cotiledones s3o o local de deposi¢3o de material de re-
serva e constituem quase todq a massa da semente.

0 perisperma, derivado inteiramente do tecido nucelar matér—
no nao se desenvolve e é rapidaménte absorvido quando o embri3o é
formado, exceto em algumas espécies como Yuca (Bewley & Black,

1986) e beterraba acucareira (Artschwager, 1927).



As sementes podem ser classificadas em endospérmicas ou n3o
endospérmicas em relac80 & presenca ou auséncia, na semente madu-
ra, de um endosperma bem desenvolvido. Alguns endospermas s3o re-
lativamente maci¢os e s80 a principal fonte de reserva, dentro da
semente madura, como em cereais, Ricinus communis, pPalmeira e le-
nginosas endospérmicas como feno grego e acdcia meleira (Bewley
& Black, 1986).

Endospermas com alta capacidade de retenc8o0 de dgua podem
ter dupla funcdo: fornecer reservas para o embri3o e regular o
balanco de dgua do mesmo durante a germinac3o (Bewley & Black,
1986) .

As principais subst@ncias de reserva nas sementes s3o car-
boidratos, 1lipidios e proteinas. O amido é o carboidrato de re-
serva mais comumente encontrado nas sementes, embora hemicelulo-
ses, amildides e oligossacarideos da sérié rafinose possam estar
presentes, podendo inclusive ser o principal carboidrato de re-
serva. 0 amido € formado por dois homopolissacarideos de glicose:
amilose e amilopectina. A amilose € um polimero de cadeia linear
de gliéoses com ligagSes A 41,4. Na amilopectina além das liga-
¢Bes A 1,4, existem ligagBOes _1,6, a cada intervalo de 10 resi-
duos, produzindo uma molécula ramificada. O amido é depositado em
organelas subcelulares chamados gr3os de amido ou amiloplastos.
Estes gr3os s3o semi-cristalinos e exibem birrefringéncia em for-
ma de cruz de malta, sob luz polarizada (Banks & Muir, 1986¢).

Os gr3os de amido tém um formato predominantemente esférico

como em Canavalia (Cortelazzo, 1989), angular em milho e elipti-



co em feijd3o. A forma do gr30 € em grande parte determinada pelo
conteudo de amilose. Quanto maior for a sua quantidade, mais es-
férico € o grdo (Bewley & Black, 1986).

As proteinas de reserva s3o geralmente classificadas em fun-
¢3o0 de sua solubilidade. Em cereais, as mais abundantes s3o pro-
laminas, soldveis em solu¢Bes alcdolicas, como por exemplo em mi-
lho, sorgﬁ e pain¢o ou as glutelinas, soldveis em solugdes acidas
ou bdsicas diluidas, como em trigo, arroz e aveia. Em legumino-
sas, as globulinas representam a maior parcela das proteinas de

reserva e s3o soluveis em solug3o salina. Como exemplo desta ca-

tegoria, pode ser citada a faseolina em Phaseolus vulgaris, gli-
cinina em Glycine max e canavalina de Lanavalia sp. A principal

fun¢3o destas proteinas seria a de fornecer aminoacidos ou nitro-
génio para as plﬁntulas‘( Pernollet & Mossé, 1983).

A testa € formada pelo tegumento 6u tegumentos do ovulo, co-
mo ja foi mencionado anteriormente. Sua principal fun¢3o0 & prote-
ger o embri3o do ambiente externo, contra ataques de microorga-
nismos ou insetos, danos mec3nicos, dessecamento e auxiliar na
dispers3o. Porém em alguns casos, a casca do fruto ou ateé mesmo o
endosperma exerce este papel, como em Amaryllidaceae, cariopses
de cereais, aquénios de algumas compostas e simara de freixo e
olmeiro (Kozlowski & Gunn, 1972).

A estrutura da testa da semente varia muito em relac3o &s
caracteristicas especificas do dvulo, tais como numero e espessa-
mento dos tegumentos e padr3o de vascularizac¢8o, e as alteracoes

que ocorrem nos tegumentos durante a maturac®o. Em algumas espé-



cies o0s dois tegumentos contribuem para a formac3o da testa como
em algodio (Cutter, 1978; Joshi et al, 1967 in: Kozlowski & Gunn,
1972), Ricinus communis e Brassica (Esau, 1977). Em outros casos
como nas Cucurbitaceae e muitas leguminosas como em Phaseolus e
Glycine o 6vulo também € bitémico, mas apenas o tegumento externo
participa do desenvolvimento da testa e o interno degenera
{(Cutter, 1978).

A testa da maioria das sementes impermeaveis, principalmente
em leguminosas, apresenta caracteristicas anatdmicas especiais,
geralmente a nivel do tegumento externo, que conferem rigidez ao
tecido. Comumente ocorre uma camada paligddica com macroesclerei-
deos e abaixo desta, osteoesclereideos (Rolston, 1978). Segundo
Cutter (1978) osteosclereideos em forma de ampulheta s3o um ca-
rater distintivo da familia das Leguminosae.

As paredes das células, que compde os tecidos rigidos da
testa de muitas sementes s3o0 espessadas devido a deposi¢io de ce-
lulose ‘sobre a parede primdria e a incrustagdes por lignina na
matriz celuldsica (Esau, 1977). Em algod3o e Sida, por exemplo, a
barreira ao fluxo de 3agua deve-se a grandes depdsitos de lignina
a0 nivel da camada paligddica (Reeves & Valle, 1932; Egley et
al., 1986).

A celulose forma o material estrutural bési;o das paredes
celulares nas plantas superiores. Uma molécula de celulose é com-
posta por uma longa cadeia linear de residuos de glicose com li-
gacOes f1,4 (Aspinall, 1980). Estas moléculas est3o arranjadas em

micelas de natureza cristalina, que conferem birrefringéncia, sob
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luz polarizada, as paredes celulares. As micelas consistem de ca-
deias paralelas de residuos de glicose que se mantém .a uma dis-
tidncia permanente e caracteristica entre si. Entre duas micelas
ocorrem espa¢os microfibrilares que podem ou nﬁo‘ser preenchidos
por lignina (Fahn, 1969).

Outras substincias ou estruturas especiais podem estar en-
volvidas na composic3o da testa. Em muitas espécies a impermeabi-
lidade a dgua esta correlacionada com cuticulas espessas ou depo-

sitos de cera externos a esta estrutura como em Prosopis

spicigera e P. stephaniana (Trivedi et al., 1979), Prosopis
tamarugo (Habit, 1981 in: Valenti et al., 1986), Halimium
halimifolium (Pefia et al., 1988), suberina entre as células da
camada paligcadica como em Cercidium floridum (Scott et al.,

1962), presenca de "linha lucida"” em Melilotus alba (Hamly, 1932),
pectato de calcio em Gymnocladus dioica (Raleigh, 193@), tipo de
abertura micropilar (Rolston, 1978), calose em Sesbania punicea e
S. bispingsa (Bevilacqua et al., 1987) e Trifolium (Bhalla &
Slattery, 1984) e fendis como em Halimium halimifolium (Pefia et
al., 1987) e em variedades de testa rigida de Qlﬁging max
(Harvis, 1987).

Em outras espécies como em Acacia auriculiformis o espessa-
menéo da camada de macroesclereideos mais uma cuticula espessa
tém pouca importancia no grau de impermeabilizac¢io & dgua. Por
outro lado, o aumento de dorméncia ocorre logo apos a dispersio
das sementes concomitante a uma diminui¢3o drastica do seu con-

teudo de dgua (Pukittayacamee & Helium, 1988) .



No processo de endurecimento da testa a taxa e o grau de
dessecamento da semente s3o de fundamental importancia, ja que
esta rigidez e impermeabilidade aumenta 3 medida que o contelddo
de dgua da semente decai (Bewley & Black, 1982).

Durante a fase de maturac3oc o conteuddo de dgua da semente €
de grande importancia. O dessecamento constitui um evento inte-
grante do processo do desenvolvimento da maioria das sementes. De
fato, o desenvolvimento sd se completa quando a semente esta com
baixos teores de umidade. Possivelmente o dessecamento tem um pa-
pel fundamental na interrrupc¢io dos processos de desenvolvimento
essenciais para a germina¢8o, pois a reidratag3o de sementes
quiescentes conduz a germinacio (Bewley & Black, 1986).

0 desenvolvimento da semente em relagl3o a resisténcia ao
dessecamento pode ser dividido em duas partes. Segundo‘Kermode e
Bewley (1986), durante os eventos associados com o desenvolvimen-
to, a semente passa de um periodo intolerante ao dessecamento,
que corresponde as fases de divis3o celular, expansfo das células
e deposi¢do de materiais de reserva, para um periodo tolerante ao
dessecamento, que corresponde a faée de redu¢3o do metabolismo
até atingir o seu de grau de dessecamento miaximo. Em soja por
exemplo, o acumulo de matéria seca requer niveis adequados de
dgua para que haja expans3o celular e metabolismo de assimilados
para produzir proteinas e 6leo (Egli, 19%90).

De uma maneira geral, o desenvolvimento da semente e a matu-
rac3o est3o associados a uma perda global no seu conteddo de

dgua. Para muitas sementes a maturidade fisioldgica € atingida,



quando o seu conteddo de dgua decai para 50-60% (Tekrony et al. .,
1979 in: Adams & Rinne, 1981, Rosenberg & Rinne, 1984). Em _Zea
mays, a semente n¥o germina até que o conteddo de dagua do endos-
perma tenhavcaido para 30X (Neill et al., 1987). Isto significa
que o0s processos fisioldgicos da produc3o da semente terminaram,
embora a semente n3o esteja completamente madura (Adams & Rinne,
1981) . |

Muitos estudos sugerem que o periodo de dessecamento precoce
causa uma altera¢c3o no padr3o de sintese proféica dentro dos co-
tilédones e endosperma da semente como um todo (Kermode & Bewley,
1986). Mas o dessecamento prematuro de sementes em desenvolvimen-
to durante os estadios de tolerdncia ao dessecamento nZo afeta a
express3o do genoma, embora afete a passagem normal da atividade

transcricional de um periodo de desenvolvimento para um periodo

germinativo em Ricinus communis (Kermode et al., 198%9a).

Tem sido demonstrado que a desidratac3o nSo & um pré-
requisito para a germina¢3o, pois em algumas espécies, * embriSes
de sementes destacadas da planta m3e em diferentes estdadios de
desenvolvimento sgo capazes de germinar (Walbot et al., 1972;
Obendorf et al., 1980; Adams & Rinne, 1981; Figueiredo & Perei-
ra, 1983; Welbaum & Bradford, 1989). 0O mesmo se verifica em se-

mentes secas prematuramente de maneira artificial, como em milho

(Neill et al., 1987) e Phaseolus vulgaris cv Goiano Precoce (Fi-
gueiredo & Pereira, 1990). Em Ricinus communis secagem prematura,
durante a fase de tolerdncia ao dessecamento, seguido de reidra-

'tacﬁo capacita as sementes a germinar, quando destacadas da plan~-



ta m3e (Kermode & Bewley, 1989). Aparentemente a capacidade e a
.velocidade de germina¢8o aumentam & medida que a semente avanga
"em dire¢do a maturidade (Obendorf et al., 1980; Adams & Rinne,
1981; Figueiredo & Pereira, 19895).

Embora estudos com embrifes isolados sejam utilizados para
elucidar os fatores envolvidos no término do desenvolvimento das
sementes, esta aboraagem apresenta certas limitagoOes.Os proces-
sos de dessecamento natural ocorrem quando o embriSo estad contido
dentro da semente como um todo, permitindo assim uma série de in-
teracbes entre o embriBio e os tecidos que o envolvem, nSo apenas
durante a embebi¢3o subsequente mas também durante o periodo de
dessecamento. Assim, o embri3o n3o adquire independéncia completa
do ambiente da semepte, mesmo na fase de desidratac3o completa. O
dessecamento e a reidratac3o do embrifo, dentro da semente intei-
ra, devem ser pré-requisitos para a completa ceséacﬁo do metabo-
lismo do desenvolvimento e seu reinicio na germinag8o e cresci-
mento (Kermode et al., 198%b). .

Quando a semente da maioria da espécies esta completamente
madura o teor de dgua é extremamente baixo. Em feij3o por exem-
plo, o conteudo de agua cai drasticamente de cerca de 80¥% para
10% (Walbot et al, 1972).

As atividades fisioldgicas nas sementes alte%am—se com ©
conteddo de dagua. A transi¢3o de um estado anidro para outro com-
pletamente hidratado nos organismos, ocorrem em estddios discre-
tos que s3o importantes, pois relacionam os mecanismos de dete-

riorac8o das sementes e danos durante estresses ambientais



(Vertucci, 198%).

Quanto a longevidade das sementes, trés fatores s3o muito
importantes: dgua, temperatura e oxigénio (Roberts & Ellis,
1989) .

Com respeito a resposta & dgua, as sementes podem ser clas-
sificadas em ortodoxas e recalcitrantes (Roberts, 1973). As se-
mentes ortodoxas podem ser secas sem danos a teores muito baixos
de wumidade, 5% ou menos, com base em peso fresco (Labouriau,
1983). Jd as sementes recalcitrantes devgm reter um conteddo de
umidade relativamente alto, para manter sua viabilidade maxima.
Estas sementes n8o toleram dessecamento excessivo e perdem sua
viabilidade em pouco tempo, mesmo quando estocadas em condigSes
de umidade (Bewleuy & Black, 1982).

A embebi¢3o é um processo primdrio essencial durante a ger-
ming30 das sementes. € um processo passivo e ocorre devido as di-
ferengas no potencial de dgua das sementes e aquele do meio ex-
terno (Houben, 1966 in: Shavkewich & Williams, 1971), nd3o tendo
éarticular relag80 com a viabilidade das sementes {Mayer &
Poljakoff-Mayber, 1975).

A entrada de agua na semente é determinada por trés fatores:
composic8o das sementes, permeabilidade da testa da semente ou
do fruto a dgua e disponibilidade de dgua no ambiente, na fase
liquida ou gasosa (Mayer & Pojakoff-Mayber, 1975). A testa das
sementes tém uma resisténcia maior ao fluxo de ééua do que as
partes internas, especialmente anfes de se tornar completamente

hidratada (Shaykewich & Williams, 1971). Em relagl3o 3 capacidade
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de reteng3o de agua foi verificado em soja que o0 eixo embriondrio
exibe uma capacidade maior de reter dgua do que os cotilédones ou
a testa. Isto pode ser explicado devido a diferen¢cas de composi-
¢30 quimica entre as vidrias partes da semente (Mc Donald et al_,
1988) .

A sobrevivéncia da semente durante a embebig¢3o € outro as-
pecto relevante. A rdpida absor¢3o de dgua por sementes secas po-
de resultar em danos por embebig¢3o (Powell & Matthews, 1978 in:
Roberts & Ellis, 1989). Embora o fenOmeno seja particularmente
pronunciado quando as sementes est3o totalmente imersas, pode
ocorrer também em testes de germinac3o (Ellis et al. 1982 in:
Roberts & Ellis, 1989).

A testa das sementes de muitas leguminosas protegem o em-
brifio da ruptura celular e da lavagem de substi8ncias intracelula-
res durante a embebi¢3o (Duke & Kakefuda, 1981i; Duke et al.,
1986). Em soja a rapida embebi¢80 induz a um aumento de lavagem
’destas substdncias e em consequéncia a um decréscimo na sua via-
bilidade. A presenca da epiderme , nesta espécie, reduz a lava-
gem de materiais intracelulares durante embebig¢So rdpida ou len-
ta. Por outro lado os outros tecidos da testa so protegem a se-
mente contra os efeitos da embebi¢80 rapida (Duke et al. 1986). A
eliminag3o destas substincias ¢é explicada por alteracBes que
ocorrem ao nivel das membranas celulares quanéo a semente € desi-
dratada. Se o conteddo de agua cai para teores abaixo de 20%, a
estrutura das membranas ao nivel das moléculas de lipidios passa

de um arranjo em camada dupla para um arranjo hexagonal. Mas as-
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sim que a semente inicia seu processo de reidratac80, a semente
volta a apresentar o arranjo normal em camada dupla e isto ocorre
em poucos minutos ou mesmo segundos. Este periodo corresponde a

uma maior salida de solutos (Levitt, 1980).

Assim, em condi¢des normais sempre ha uma liberag3o de co-
l16ides, de gases adsorvidos e uma rapida eliminag3o de solutos
como acucares, acidos orgdnicos, ions, aminodcidos e proteinas

(Bewley & Black, 1986), na fase inicial de embebi¢3o. Mas este
?enﬁmeno tende a estabilizar com o restabelecimento da integri-
dade da membrana (Simon, 1974). Além disso, a semente requer ou-
tros processos biofisicos e bioquimicos para a sua germinac3o,
como ativac8o de varias enzimas e vadrios passos metabdlicos
(Mayer e Shain, 1974 in: Simon gt al., 1976) e finalmente o alon-
gamento da raiz e rupturas da testa.

Para que estes processos ocorram normalmente a semente deve
ser mantida em condi¢Ges adequadas de temperatura e gases, espe-
cialmente oxigénio.

As sementes de diferentes espécies requerem diferentes regi-
mes de temperatura para germinar. Para Zea mays a temperatura
6tima para germinac3o € proxima de 35°C, embora sementes desta
espécie possam germinar a partir de 8°C. Para Hordeum sativum a
temperatura minima para germinag¢3o € S°C, mas a temperatura dtima
e em torno de“ESOC (Mayer & Poljakoff-Mayber, 1975). Silene,
Ajuga (Thompson, 197¢ in: Qimon et al., 1976), Cucumis sativum e
Bhaseolus aureus s8o sementes sensiveis ao frio e n3o germinam em

temperaturas abaixo de 11~1E?C (Simon gt al., 1976). Em Gossypium



barbadense, as sementes germinam em temperaturas acima de 15°9C
até 30°C. Temperaturas abaixo de 15°C ou acima de 3@°C s3o preju-
diciais nesta espécie, sendo que temperatura de 45°C impede com-
pletameﬁte a germinacd3o (Abdelmagid & Osman, 1977). Em Viagna
radiata, as sementes germinam mais rapido a 4@°C, quando a 3agua
n3o € fator limitante, embora as taxas de alongamento da radicula
sejam mais rapidas em temperaturas mais baixas stfield & Ore-
gory, 1989). Agrostemma e Sinapis alba (Simon et al., 19276) si3o
resistentes ao frio, e germinam bem em temperaturas proximas a
S0C, embora a velocidade de germina¢80 seja menor do que a tem-
peraturas mais altas.

Além das espécies que tém a sua germinag3o promovida em
temperaturas constantes, existem outras em que a'germinacﬁo ocor-
re em regimes de alternancia de temperatura como Agrostis alba
(Mayer & Poljakoff-Mayber, 1975) e Vitis vinifera (Pereira &
Maeda, 1986).

A germina¢8o das sementes requer gasto de energia, que & ob-
tida pelas células vivas através de processos de oxidag3o. Muitos
autores demonstraram que ce%tas sementes tém a sua germinagdo
promovida em presenca de Op acima daquela encontrada na atmosfera

normal (20%). Por exemplo, sementes de Daucus carota e Rumex

crispus nd3o germinam no escuro a menos que a concentracdo de Op
seja aumentada (Mayer & Poljakoff-Mayber, 1975). Em Beta vulgaris
cv Britta o aumento do teor de Op no meio promove a sua germina-
¢ao. (Klein e Pereira, 1986). Por outro lado, I4ypha lattifolia e

Cunodon dactylon germinam melhor em concentractes de Op abaixo de
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20% (Mayer & Poljakoff-Mavyber, 1975).

Existem sementes que mesmo viaveis n3o germinam, embora as
condi¢Oes de dgua, gases (0p) e temperatura estejam aparentemente
adequadas. Estas sementes s3o denominadas dormentes e precisam de
tratamentos especiais para germinar.A dorméncia pode ser devida a
varios fatores, tais como impermeabilidade do tegumento a dgua e
a gases, imaturidade do embriﬁo; presenca de inibidores ou ausén-
cia de promofores de germina¢80, ou exigéncias especiais de luz
ou temperatura (Bewley & Black, 1982).

Entre os wvarios tipos de dorméncia, a impermeabilidade do
tegumento a dgua € bastante comum, principalmente nas leguminosas
arboreas, embora ocorra em muitas outras familias (Rolston,
1978). Em relag3o 3 quebra da dorméncia de sementes impermeadveis
varios tratamentos podem ser utilizados. E frequente o uso de
substa@ncias quimicas, tais como solventes org3nicos (dlcool, éce-
tona) «que removem a camada cerosa da semente de muitas legumino-
53% ou acidos fortes, como o acido sulfurico concentrado, que &
efetivo para sementes de testa rigida, como por exemplo,
Melilotus glgg (Hamly, 1932), Sesbania punicea e S. bispinosa
(Graaf & Van Staden, 1983), Atriplex repands (Hernandez, 1978),
Gumnocladus dioicus (Frett & Dirr, 1979), Gledtschia triacantos
(Heit, 1942 in: Liu et 1., 1981), Tetrapleura Lgigggggig
(Odoemena, 1988). 0O mecanismo de a¢30 destes acidos n3o estd ain-
da muito claro, mas envolve provavelmente decomposic3o0 quimica de
componentes das paredes celulares (Mayer & Poljakoff-Mayber,

1975). Também € bastante comum a utiliza¢3o de &dgua fervente,
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pois oferece bons resultados para leguminosas como Sesbania

punicea (Graaf & Van Staden, 1983) e QOledtschia triacantos

(Heit, 1942 in: Liu et al, 1981). Aquecimento a seco, também ¢&

adequado para reduzir impermeabilidade de muitas sementes como
Medicago lupulina (Sidhu, 1971 in: Maun, 1977) e Rhus Javanica
(Washitani, 1988). Existe ainda um terceiro método, também muito
utilizado, a'escarificacio mecanica, desenvolvido por Hughes em

1915, que consiste na abras3o da testa com superficies rugosas,

danos por objetos metdlicos e outros (Rolston, 1978). Este método

tem sido empregado em sementes Halimium halimiflolium (Pefla gt
al., 1988), Avena fatua (Raju et al., 1988), letrapleura tetrap-
tera . (Ddoemena, 1988), Sesbania punicea e S. bispinosa (Graaf &

Van Staden, 1983) e Sida spinosa (Egley, 19746). Excisio de partes

da unidade de dispersio & eficaz para monocotiledbneas como em

Hordeum vulgaris (Lenoir et al., 1986) e Paspalum notatum (West &
Marousky, 1989). Segundo Hamly (1932), atraves da danificac3o da
testa a agua pode penetrar na_semente, que estard ent3o em condi-

¢Oes de germinar.

A familia Bixaceae & constituida por um uUnico género, Bixa,

native da América Tropical, de porte arbustivo e extensamente
cultivada (Joly, 1975). Este género possui pouquissimas especies,
como por exemplo B, orellana (urucum), que € uma espeécie economi-
camente importante com potencial para a industria farmacéutica e

de alimentos.



0 fruto desta planta € uma capsula deiscente, que se abre em 2
valvas (Leon, 1968 in: Rivera & Flores, 1983), urceolada, biloba-
da, equinada (Barroso, 1978), embora existam linhas genéticas sem
a presenca de "espinhos’ (Rodriguez & Enriquez, 1983).

Esta espécie possui sementes crassas, obovdides, cotilédones
foliaceos (Barroso, 1978) e endosperma nuclear (Chopra &
Kaur,1965). Elas possuem um arilo pastoso, cuja cor varia do la-
ranja ao marrom escuro (Joly, 1975). Este arilo contem varios ca-
rotendides, entre o0s quais °'~—-l:n'..><ina‘, @-bixina, o -norbixina e
@-norbixina (Reith, 1971).

Estes carotendides s30 o principal objeto de estudo da maio-
ria dos trabalhos executados com esta espécie, pois podem ser um
substituto interessante para os corantes sintéticos prejudiciais
a saude humana. Por outro lado, poucos trabalhos foram realizados
com as sementes propriamente ditas, especialmente em relaglo 2
sua fisiologia e anatomia.

Rivera. & Flores (1983) estudaram a estrutura da semente em
relagdc a sua éé;minacﬁo e concluiram que estas sementes germinam
através da "taga” do hilo na regildo proximal do rudimento semi-
nal.

Chopra & Kaur (1965) analisaram a embriogénese e estrutura
das sementes maduras e c&ncluiram que, em relag3o a testa, o te-
gumento externo se especializa na produ¢8o de carotendides e o
tegumento interno se espessa muito, passando a apresentar o pa-

drao caracteristico das leguminosas arbdreas (Rolston, 1978).
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Kiok (1978) realizou uma andlise bioquimica das sementes
maduras e do corante para verificar a ocorréncia de compostos fe-
ndlicos na semente. 0 dnico fenol encontrado por esta pesqdisado—
ra foi o dcido salicilico.

Assim, devido a grande importancia econfmica e aos inumeros
aspectos pouco explorados do desenvolvimento das sementes de Bixa
orellana, o presente trabalho teve como objetivo verificar, nas
sementes maduras recém colhidas desta espécie, qual € o mecanismo
de dorméncia e'quais os tratamentos mais adequados para quebra-
la.

Foi também determinada a etapa do desenvolvimento em que as
sementes adquirem capacidade de germinar e quando se estabelece a
dorméncia, através de estudos fisioldgicos e estruturais da testa
das mesmas. Para a analise estrutural utilizaram-se métodos ana-

tbmicos, citoquimicos e citofisicos.
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MATERIAL E METODOS

1 - Material vegetal: 0 acompanhamento do desenvolvimento das se-
mentes de Bixa orellana (urucum) foi feito a partir da antese,
através da marcac3o das flores com etiquetas devidamente datadas.
Os frutos foram coletados em plantas localizadas no Campus da Es-
cola Superior de Agronomia Luiz de Queirds (ESALQ), em Piracica-
ba, S3o0 Paulo.

Para estudos das condi¢Bes de germinac3o e mecanismo de dor-
méncia foram utilizadas sementes maduras fornecidas pelo Insti-

tuto Agrondmico de Campinas (IAC).

2 - Viabilidade: Para determinar a viabilidade das sementes uti-
lizou-se o teste do tetrazdlio (Delouche et al. 1962). As semen-
tes foram cortadas lateralmente e imersas em solu¢lo de cloreto
de 2,3,5,trifeniltetrazolio (TTC) a 1%. DOs frascos contendo a so-

lu¢3o com as sementes foram mantidas no escuro, a 302C, durante

24 horas. Foram analisadas 4 repeti¢Bes de 25 sementes.

3 - Embebi¢80: A absorg¢3o de 3gua pelas sementes, tanto maduras
como em desenvolvimento, foi estimada através do aumento de peso
apds embebi¢lo por diferentes periodos; com base no peso fresco
inicial, determinado em balan¢a analitica. As sementes foram pe-

sadas em 4 grupos de 25.



A relac3o utilizada foi:

peso fresco final - peso fresco inical

———————————————————————————————————————————————— X 100
peso fresco inicial

0 aumento da permeabilidade a sgua também foi avaliado
através de observag8o visual do aumento de volume das sementes

submetidas a tratamentos de escarifica¢lo térmica e quimica.

4 ~ Teor de umidade: 0 teor de umidade das sementes em cada esta-
dio de desenvolvimento, foi determinado apos secagem das sementes
em estufa a BOOC por 48 horas. Foi também utilizado um método de
secagem rapida, através de aparelho de infra-vermelho,com inten-
sidade previamente padronizada, durante 9@ minutos, quando se
tornou necessario obter caracteriza¢Bes imediatas dos estddios de
desenvolvimento, baseadas em peso seco e teor de umidade.

O teor de dgua na semente foi calculado a partir da relagdo:

peso fresco - peso seco

peso fresco
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5 - Germinac®o

5.4 - Condigc8es de germinacko: Para estudos de germinacio
utilizaram-se placas de Petri de 9 cm de dismetro. Estas placas,
forradas com papel de filtro umedecido, foram esterilizadas em
estufa a 105°C por 3 horas. As sementes foram colocadas para
germinar nestas placas, Eontendo solu¢cdo de nistatina (1QQU/ml) e
mantidas em camara de germina¢30 sob luz cohtinua proveniente de
4 lampadas fluorescentes brancas (BEpr.cm“e) e temperatura coné-
tante de 25°C, exceéo nos experimentos em que foi necessdario al-
terar estas condigdes. Para cada experimento foram utilizadas 4
repeticOes de 25 sementes. A dura¢do dos experimentos variou de

acordo com os tratamentos.

5.2 - Luz e escuro: Para o tratamento de luz,as sementes fo-
ram mantidas em cdmara de germinac30 a 25°C sob luz branca conti-
nua proveniente de 4 lampadas fluorescentes brancas (32Qul.
cm™2). Para o tratamento de escuro, as placas de Petri, contendo

as sementes, foram recobertas com 4 sacos de polietileno de cor

preta, e mantidas na mesma cB8mara.

5.3 - Temperatura: As sementes foram expostas a teﬁperaturas
constantes de 15, 2@, 25, 3¢ e 35°C durante 15 dias, em camara de
germinagdo com luz continua.

Foram também utilizados regimes de temperatura alternada de

20-259C e 25-30°C por periodos de 12 horas em cada temperatura.



5.4 - Velocidade de germinac3o: A velocidade de germinac3o
das sementes foi estimada atraveés do calculo do tempo médio de

germinacdo (Labouriau, 1983), de acordo com a seguinte expressio:

t =Z"iti /Znj

sf= Sni by - L (-1 +ZTn;Ht

'J 4
5 = s

t

onde:
t; = tempo de germinacdo
n; = % de germinac3o no tempo t;
= tempo médio de germinacio
2 A .
sy = varidncia

s= desvio padrio

$.5 - Critério de germinac¢30: A emergéncia da radicula de
dentro dos envoltorios da sementes foi o critério adotado para

determinar o término do processo germinativo (Labouriau, 1983).

6 - Caracterizac3o dos estddios de desenvolvimento: 0O acompanha-
mento do desenvolvimento das sementes foi feito a partir da ante-
se, atraves da marcag3o das flores com etiquetas devidamente da-
tadas.Para determina¢8o dos estadios de desenvolvimento foram re-
tiradas amostras de 5 frutos em inpervalos de 15 dias. Hestas
amostras foram observadas caracteristicas como coloragcio de fru-
tos e sementes, comprimento, teor de umidade, peso fresco e seco.
Estas caracteristicas foram utilizad%s para agrupar as sementes

em estadios de desenvolvimento fisioldgico sucessivos desde a sua

formagi3o ate a maturagio.



7 - Escarifica¢3o Mec@nica: O tegumento das sementes maduras, se-
cas, fol cortado lateralmente com bisturi, ou foi lixado com lixa

grossa para madeira.

8 - Escarifica¢3o quimica: As sementes foram imersas em acido
sulfurico P.A por S5, 10, 15 e 20 minutos, com agitag3o ocasional.
Os recipientes contendo o acido com as sementes foram colocados
em banho de gelo para evitar o aquecimanto, pois 0s carotendides
reagem com o acido liberando calor. A seguir estas sementes foram
lavadas em adagua corrente, durante 24 horas.

As sementes que nd3o germinaram com os tratamentos de escari-
ficagd0o quimica foram seccionadas lateralmente e submetidas ao

teste do tetrazoliog.

9 - Escarificac8o Térmica:

9.1 - As sementes foram imersas em dgua quente (980C*2) por

30, 6¢ e 90 segundos, resfriadas com agua a 18PC*2 e colocadas

»

para germinar.

2.2 - Sementes embebidas foram colocadas em estufa, a 8°9C
por 15 minutos, sendo ent3o transferidas para geladeira a 16°9C
por 3@ minutos. A ‘seguir as sementes foram colocadas para germi-

nar.
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9.3 - Sementes secas foram colocadas em estufa a 100°C por 1,
3, 5, 10 e 15 minutos. A seguir foram esfriadas a temperatura am-

biente (20-259C) e finalmente colocadas para germinar.

?.4 - Sementes embebidas, cortadas e intactas foram colocadas
em estufa, a temperatura de S50°C por 1 e 2 horas, sendo entﬁo
transferidas para camara de germinac3o onde foram mantidas até o
final do experimento.

A wviabilidade e a permeabilidade das sementes submetidas
aos tratamentos de escarifica¢3o térmica foram verificadas con-

forme os procedimentos ja descritos anteriormente.

1¢ - Lavagem das sementes: Sementes cortadas e intactas foram
mantidas sob adgua corrente durante 3, 6, 12 e 24 horas. E a se-

guir levadas a camara de germinag3o.

11 - Analise Estatistica: A analise estatistica foi feita utili-
zando-se a analise de variadncia simples, seguido do método de Tu-
key, para compara¢ao entre mais de duas medias, o teste t para
compara¢do entre duas médias e analise fatorial para duas ou mais

variaveis (Pimentel Gomes, 1982).



12 - Analise "in situ”

12.4 - Fixa¢30: Sementes maduras e nos diversos estadios de

desenvolvimento foram submetidas aos seguintes processos de fixa-

¢ao:

i2.1.4 - Fixa¢3d@0 em soluc8o0 de formol, acido acético
e etanol 50¥% na propor¢do de 5:5:90 v/v/v (FAA 50), durante 24
horas (Johansen 194Q) para a posterior realizacio de diversos me-

todos de analise "in situ".

12.1.2 - Fixac3o0 em formaldeido a 4%, durante 24 ho-
ras a 5°C, seguindo-se varias lavagens em agua destilada, durante
15 minutos (Lillie 1948 in: Clark 1981, Kiernan 1981), para a

posterior detec¢cdo de proteinas e polifendis.

12.1.3 - Fixacd3o em solug3o de etanol absoluto e
acido aceético na proporcio de 3:1 v/v por 40 minutos, seguindo-se .
vdrias lavagens com dagua destilada (Lison, 19460), para a poste-

rior detec¢@o de polissacarideos neutros e grupos carbonila.

12.1.4 - Fixa¢30 em solu¢3o aquosa de formaldeido a
4% e sulfato ferroso a 2%, durante 48 horas, seguindo-se & lava-
gens de 15 minutos cada uma, para a detecc3o de taninos

(Johansen, 1940).
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corante. A contracolora¢3o foi feita com azul astra.a 1% durante
1 wminuto. A seguir, os cortes foram lavados com dgua destilada
para retirar o excesso de corante. As l3minas assim coradas foram
ent8o desidratadas em série crescente de etanol, xilol durante

1¢ minutos e montadas em bdlsamo do Canadia (Johansen, 1940).

12.4.2 =~ Azul de toluidina a pH 4,0 (AT) para a de-
tecc¥o de radiciii anidnicos e metacromasia: Procedeu-se a colo-
ragd8o dos cortes fixados em FAA 50 pelo AT a ©.025% em tamp3o
McIlvaine (77,1iml de NapPO4 @,2M e 122,9m] de dcido citrico @,1M)
a pH 4,0 duraﬁte 15 minutos e a temperatura ambiente, seguindo-se
3 banhos rdpidos em dgua destilada, secagem ao ar, xilol durante

12 minutos e montagem em balsamo do Canada (Vidal 1970) .

12.4.3 - Xylidine Ponceau a pH 2,5 (XP) para a detec-
¢80 de radicais catifnicos: As sementes foram coradas durante 15
minugos a temperatura ambiente com solu¢3o aquosa de scido aceéti-
co a 3% e xylidine Ponceau a ©,1%, seguindo-se lavagem em dcido
acético a 3% por 30 minutos, e dgua destilada durante S5 minutos.
A desidratacdo foi feita em etanol a 95% e a 100% (5 minutos ca-
da), seguindo-se banho em xilol durante 1® minutos e montagem em

balsamo do Canada (Vidal, 1970).

12.4.4 - Método do P.A.S para a detec¢lo de polissa-
carideos e glicoproteinas: Os cortes fixados em etanol-acetico

foram oxidados durante 1@ minutos em dcido periddico a ©.05%, la-
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vados em agua, imersos em reativo de Schiff (Lillie 1954) durante
8 minutos, imersos em agua sulfurosa ( i8 partes de agua destila-
da, 1 parte de HC1 IN e 1 parte de metabissulfito de sodio a
10%), desidratados em etanol com concentra¢bes crescentes ate
100% e montados em balsamo do Canada (Maia 1979).

Como controle deste metodo, laminas contendo os cortes ana-
lisados foram imersas em reativo de Schiff sem terem sido oxida-
das em acido periddico, procedendo-se as demais etapas como des-

crito no paragrafo anterior.

12.4.5 - Floroglucinol para a detec¢do de lignina: As
18minas contendo o0s cortes fixados em FAA 50, foram imersas em
solu¢g3o de floroglucina a 1% em etanol a 95% , durante 2 horas e
a seguir HC] diluido em 3 partes de agua destilada. As 1laminas
foram montadas em agua, lutadas com esmalte e observadas em mi-
croscopio ''Zeiss' para ser verificado o aparecimento da cor pur-

pura (0 'Brien & Mc Cully, 1981).

12.4.6 .~ Reagente de Schiff para a detecc3o de ligni-
na: 0Os cortes fixados em etanol-acético foram colocados em rea-
gente de Schiff por um periodo de 1 hora. A seguir foram lavados
com metabissulfito de sddio a 5% em soluc3o de dcido cloridrico a
1%, montados em agua e lutados com esmalte (0:Brien, & Mc Cully,

1981 .
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12.4.7 - Ferricianeto férrico: Os cortes, fixados em
formol a 4%, foram tratados durante 10 minutos com solug¢3o con-
tendo 1émi de ferricianeto de potassio a 1%, 75ml de cloreto
férrico a 1% e 15ml 3dgua destilada. A seguir foram lavados com
acido aceético a 1%. Por fim foram imersos em agua, ;ecobertos com

laminula, lutados com esmalte (Lison, 1969).

12.4.8 - Sulfato ferroso para detec¢3o de taninos:
Ds materiais fixados em formaldeido e sulfato ferroso, apds a in-
clus3o em parafina, corte com B um de espessura e desparafiniza-
¢330, foram montados em balsamo do Canadad, para a visualizac¢3o0 de

acido tanico (Johansen, 1940).

12.4.9 - Sudan IV para a detec¢io de materiais graxos
em geral (cuticula, cutina e suberina): As 18minas foram coloca-
das em Sudan IV glicerinado durante a noite e a seguir recobertas

com laminula e lutadas com esmalte (Johansen,1940).

12.4.1@0 - Iodeto de potidssio iodado (reagente de lu-
gol) e HpS04 a 72X para detec¢8o de celulose: Os materias fixa-
dos em FAA 350 receberam uma gota de lugol e a seguir foram reco-
bertos com }aminula e observados sob microscdpio "Zeiss" para lo-
calizac3o de celulose, que apresenta coloracido castanha. Apds a
detec¢do de celulose colocou-se uma gota de HpSO4 a 72% entre 1&-

mina e laminula (Johansen, 1%940).



12.5 - Métodos de andlise citofisicos:

12.5.1 - Fluorescéncia natural: Cortes de materiais
fixados em FAA 50 apos desparafinizac3o, foram imersos em dleo
ndo fluorescente durante um minimo de 24 horas, seguindo-se mon-
tagem com laminula e vedac3o com esmalte. A seguir, foram obser-
vados em microscopio “Zeiss'" de fluorescéncia, com filtro de ex-
citac3o com A= 450-490nm e filtro de barragem com N=510-520nm pa-

ra a observa¢do da fluorescéncia natural.

12.5.2 - Fluorescéncia induzida por aniline-blue para
detec¢8o0 de calose: Os materiais fixados em FAA S@ foram corados
com aniline-blue a ©.005% em soluc3o de KgHPO4 ©.15M, montados em
dgua, vedados com esmalte e observados em microscdpio de fluores-

céncia. 0 controle foi feito com cortes que receberam somente so-

luc8o de KgHPO4 (Jensen, 1962 in: Bevilacqua et al., 1§87).

i2.5.3 - Andlise da birrefringéncia: Cortes despara-
finizados,obtidos apds diversos métodos de fixac3o0 foram imersos
por 2 horas e montados em dgua destilada, sendo a seguir observa-
dos em microscdpio Pol Zeiss com analisador e polarizador cruza-
dos, para aycbsérvacﬁo de birrefringéncia da testa, paredes celu-

lares em geral e gr3os de amido.



12.5.4 - Cores de birrefringéncia: Para essas obser-
vacdes procedeu-se como em 12.5.3, acoplando-se ao microscdpio o
compensador vermelho de 12 ordem, com direc8o de propagacao a
45°% em rela¢80 ao polarizador e analisador e introduzindo um re-
tardo optico conhecido, com = 55inm. As diferentes cores de
birrefringéncia foram visualizadas com o giro da platina do mi-
croscépié a partir da soma ou subtrac¢io dos retardos dpticos in-

troduzidos pelos materiais.

12.5.5. - Digestfo com NaOH a 4X para remocio de he-
miceluloses: Os materiais fixados com FAA S50 foram colocados em
NaOH a 4% durante 5 minutos, a aproximadamente 20°C, para a remo-
¢ao de hemiceluloses (Egley, 1986). A seguir os cortes foram la-
vados com 3agua déstilada, recobertos com laminula e lutados com
esmalte. As observa¢Bes foram feitas em microscdépio "Pol Zeiss",

conforme descrito nos itens 12.5.3 e 12.5.4..

12.5.6 - Digest3o com HpSO04 para remoc8o de celulose:
O0s materiais fixados em FAA 50 receberam uma gota de HpSO04 a 72%
(Johansen, 1940), durante 15 segundos e a seguir foram lavados em
agua destilada, recobertos com laminula e observados em microsco-

pio "Pol Zeiss', conforme descrito nos itens 12.5.3 e 12.5.4.
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RESULTADOS '

1 - Caracterizac3o dos estiadios de desenvolvimento das sementes:

Para avaliar o comportamento das sementes em desenvolvimento
com relac8o a capacidade de germina¢3o, foi necessario agrupa-las
em estddios de desenvolvimento de acordo com indices de idade fi—
sioldgica que caracterizassem o maior numero possivel de fases
pelas quais passam as sementes durante o desenvqlvimento.

Foram distinguidos 7 estadios com base nas caracteristicas
morfoldgicas das sementes e frutos, peso seco e fresco das semen-
tes e frutos e teor de umidade das sementes. 0Os resultados s3o
mostrados na tabela 1.

0 teor de umidade das sementes decresceu a medida que o0 seu
desenvolvimento aumentou até apresentar um valor muito baixo no
Ultimo estadio (E7), quando as sementes ja estavam completamente

maduras.

Analisando o peso seco das sementes, observou-se que durante
os 4 estadios iniciais foi ocorrendo um aumento gradual de maté-
ria seca até atingir o ponto maximo de acumulo no estadio E4. A

partir dai n3o ocorreu mais nenhum acumulo até a fase final de

desenvolvimento.



TABELA 1§
sementes
a media

- Caracterizag¢3o

de Bixa orellana (L).

confianga

+ limite de

- dos

estadios
Os valores

de desenvolvimento

das

numeéricos representam
de 1020 sementes ou de 10 frutos.

EST.DESERY. Ei 2 £3 4 5 Eb £
COMP .SEK. (cm) §.53+0.83 peep e s €.59% 85 §.58+8 85 ¢.5048 & $.5810 84 §.5740 .85
COMP FRUTO {cs) 4?801&.3‘ 6.0010. 30 5.70H0. 9 §.00t6 48 5.7618 34 5.0010 .40 5.3840 56
PF SEX. (mg) 21 et 18 585014 50 &6 5616 25 73.9043.43 52.9843 41 33.98t0.75 25.9818.84
PS SEH. (ko) Jeere 7 B.Bei0 34 13.98+0 .85 24.3841 40 2496 & 25,8040 57 23.2810 89
PF FRUTD (g} 4760 88 B.961 38 7.984 o2 18,504 35 5.68t2.99 3.2840.23 44030
PS FRUTO (g} 9,488 14 i.254 22 1.5310 4 £.69+0 47 2.0810 24 2.2418 {9 2.41%8 42
CARACTERISTICA  cbovpide; vhovoide; obovdide; obovoide; cunzitorme; cuneiforae; cuneiforse;
DA SEMEHTE vermelho pi-  verselho pa-  vermelho pa-  verselho; verselho in- veraetho in- verselho in-
lids; 1ido; lido; tenso; tenso; tense;
brilhante brilhante brilhante brilkante opaca opara opaca
CARACTERISTICA  ovalade; ovalads; ovalade; ovalado; ovalado; ovalade; ovalado;
b FRUTO verde; verde; verde; verde cog re- verde amare- marros clare BITTOE ESCUre
gides alaran-  lado com re-
jatas; gides sarrons;
endocarpo endocarpo endocarpo endocarps endocarpe endocarpo endocarpe
branco branco branco branco cos re-  wmerrog com totaleente totalaente
gites marrons  algumas re- BaITOR BarTom
gides brancas
DEISC FRUTD fechado fechado {fechado fechado fechado apice aberto aberto
TEE§ UHID {5} B5.G5e6 58 B 4810 98 77 8040 3 64 414 48 5901 30 26 4616 20 19 4810 48




2 - Absor¢8o de agua pela semente:

2.1 - Sementes em desenvolvimento: A andalise da absorgido de
agua por sementes embebidas foi feita durante 24 horas, sendo os
resultados mostrados na figura 1. Observa-se que nas primeiras 6
horas houve uma embebig¢3o fépida das sementes. NoO periodo seguin-
te, das é as 12 horas, ocorreu uma embebic3o mais lenta, porém
n3o significativa estatisticamente em relagS3o0 ao periodo ante-
rior. E apos este periodo n3ao houve praticamente nenhuma embebi-
¢330 até o final do experimento.

Observa-se também que nos 3 primeiros estiadios praticamente
n3o ocorreu embebig3o. Nos estiadios E4 e E5 a porcentagem de em-
bebi¢30o foi significativamente maior em relag8o aos anteriores,
mas nao houve diferenga estatistica entre estes doié estadios de
desenvolvimento. No estadio Eé houve uma embebi¢3o maior, signi-
ficativa estatisticamente em relac8o aos estédios anteriores, ex-
ceto em relacdo ao estadio ES. No ultimo estadio de desenvolvi-

mento (E7) n30 ocorreu praticamente embebig¢3o.

2.2 - Efeito da escarificac3o: A analise da absor¢3o de agua
pelas sementes maduras, escarificadas mecanicamente e intactas,
foi feita durante 24 horas, sendo os resultados mostrados na fi-
gura 2. Observa-se que a embebig¢30 das sementes intactas foi mui-
to baixa se comparada com as sementes escarificadas. Nestas ulti-
mas verifica-se que houve uma embebi¢So rapida, nas primeiras 6

horas. Das & as 12 horas houve uma embebi¢80 mais lenta, sem
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o 3 g g 12 16 18 21 24
TEMPO (HORRS)

FIGURA { -~ Absor¢io de agua por sementes em desenvolvimento de
Bixa prellana, durante 24 horas, em porcentagem de aumento de pe-
so em relag3o ao peso fresco inicial. Barras verticais represen-

tam o intervalo de confian¢a da média a nivel de S5%.

AESTADIO E1 OESTADIO E2 OESTADIO E3 @ESTADIO EA4

A ESTADIO ES MESTADIO Eé OESTADIO E7
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cial. Barras wverticais representam o intervalo de confianga da

média a nivel S5%.
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aumento significativo. E nas dltimas 12 horas praticamente n3o

houve nenhuma embebi¢3o, confirmando o padri3o obtido anteriormen-

te.
3 - Germinac8o:

3.1 - Sementes em desenvolvimento: A germinac8o das sementes
nos diversos estadios de desenvolvimento foi analisada, sendo os
resultados mostrados na figura 3. N30 ocorreu germinacﬁo nos 3
primeiros estadios Ei, E2 e E3, n3o tendo sido, por isso, repre-
sentados. As sementes passaram a germinar a partir do estadio E4,
sendo que neste estiddio e no estadio 5 a germinac3o atingiu o ma-
ximo.No estadio E6 a germina¢3o foi inferior aquela apresentada
nos estadios anteriores (E4 e ES), mas foi superior estatistica-
mente a do estadio E7, quando as sementes ja estavam completamen-
te maduras. Nesta ultima fase a germina¢3o0 foi muito baixa.

D tempo ﬁédio de germina¢3do das sementes em desenvolvimento
demonstrou qué as sementes no estadio E4 apresentaram velocidade
de germina¢3o mais lenta do que em todos os outros estadios, on-
de ocorreu germinacao. Jad entre os estadios posteriores n3o houve

diferenca significativa na velocidade de germinag¢30 das sementes

(tabela 2.

[

3.2 - Relagl8o entre germinac3o, acumulo de matéria seca e
teor de wumidade das sementes em desenvolvimento: Pela figura 4

pode ser verificado um aumento gradual de matéria seca & medida
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12.2 - Processamento pds-fixac3o0: Apds a fixa¢3o, as semen-
tes foram desidratadas em dlcool butilico tercidrio com concen-
tracbes crescentes, segundo Johansen (1940), com algumas modifi-
cacdes no que diz respeito aos tempos de permanéncia do material
em cada solu¢3o alcdolica. As sementes permaneceram em alcool bu-
tilico a 70% por 3 meses, exceto aquelas destinadas ao teste para
detec¢do de taninos, cujo tempo f&i aquele descrito por Johansen
(1940). No restante do processo de desidratac3o foram necessarias
48 horas de intervalo entre cada troca de alcool. As sementes fo-
ram ent3o incluidas em parafina e seccionadas em micrétomo rota-
tivo "R. Jung Heidelberg” em cortes transversais ou longitudinais

com espessura de 8 um.

12.3 - Desparafinizaglo: A &esparafinizacﬁo das 1&minas se-
guiu os meétodos usuais, utilizando xilol, dlcool-xilol 1:14 (v/v),
metanol-clorofdrmio 1:1 (v/v), hidratac3o em dalcool etilico em
série decrescente de concentragio (de 100@ a 70%) e agua destilada

(Johansen 1940).
12.4 - Métodos de analise gerais e citoquimicos:

12.4.1 - Safranina e azul astra (SA) para uma visua-
lizag3o geral: Os cortes fixados em FAA 5@ e hidratados em série
etandlica até etanol a 5@%, foram corados com safranina a 4% em
soluc3o alcdolica a 5@%, por 4 minutos . A seguir os cortes foram

lavados 3 ou 4 vezes em dgua destilada para tirar o excesso de
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FIGURA 3 - Porcentagem de Germina¢3o de sementes em desenvolvi-

mento de Bixa orellana, mantidas a 25°C e luz continua. Letras

diferentes representam diferencas significativas a nivel de 5%,

no dltimo dia de experimento.
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TABELA 2 - Tempo médio de germina¢io de sementes de Bixa
orellana nos diferentes estdadios de desenvolvimento.

EST . DESENV. TEMPO MeDIO ERRO PADRAO
(DIAS)
4 8.43 0.47
5 3.81 .28
6 3.09 0.55
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que as sementes em desenvolvimento se desidratam, atingindo o ma-
Xximo no estadio E4, embora o conteudo de dgua ainda seja alto. A
reduc3oc maior do conteddo de sgua ocorre do estadio E7 (10.4%),
apesar de ja ser baixo no estadio anterior (E&).

Em relag8o a germina¢3o0, nos estadios analisados, verifica-
se que ela ocorre a partir do momento em que o acumulo de matéria
seca € maximo € ainda existé uma guantidade relativamente alta de
agua na semente. A germina¢g3o € maxima nos estadios E4 e ES, ten-
do a sua porcentagem reduzida em E&. A redu¢8oc € ainda maior no
estadio E7, quando os teores de umidade s3o baixos, mas o acuimulo

de matéria seca ja atingiu o seu valor miximo.

3.3 - Efeito de luz e escuro: O efeito da luz e escuro sobre
a germina¢3o foi analisado, sendo os resultados mostrados na fi-
gura 5. Pelos dados verifica-se que n3o houve diferenga signifi-
cativa entre as sementes mantidas sob luz e ‘escuro continuos. Os

dois tratamentos apresentaram uma taxa de germinagdo muito baixa.

3.4 - Efeito da temperatura: 0 efeito de diferentes tempera-
turas na germinac¢3o de urucum foi analisado, sendo os resultados
mostrados na figura 6. Para sementes escarificadas, temperaturas
acima de 25°C foram mais efetivas na germinacio desta espéfief A
temperatura de 15°9C mostrou-se inadequada para germina¢3o das se-
mentes, pois a porcentagem de germina¢3o foi muito baixa, sendo

que sO ocorreu germinag3o no decimo sexto dia de incubacio.
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0 tempo médio de germinacfo demonstrou que sementes escari-
ficadas expéstas a 20°C e 35°C apresentaram uma velocidade de
germina¢3o muito lenta se comparada com os tratamentds de 25 e
30°C (tabela 3), apesar da temperatura de 35°C apresentar uma
porcentagem final de germinagSo igual estatisticamente a estes
tratamentos (figura 6). Também a velocidade de germina¢do das se-
mentes a 15°C foi mais baixa do que a apresentada pelas sementes
expostas a outras temperaturas (tabela 3).

Em sementes intactas verificou-se que a maior porcentagem de
germinacgo ocorreu a 359C. A 30°C foram obtidos valores interme-
diarios e porcentagens mais baixas a 25°C (figura &). No entanto,
a germina¢30 ocorreu mais rapidamente a 25°C, sendo seguida por
30°C. A velocidade mais baixa ocorreu a 35°C (tabela 3).

Temperaturas alternadas de 20-25°C e 25-3@°C n8o foram efe-
tivas para elevar a taxa de germinac80 acima daquelas promovidas
por temperaturas constantes (figura 7). Comparando-se os dois
tratamentos de tewmperatura alternada verificou-se que semente§
expostas a 2€-25°C foram mais lentas para germinar do que semen-—

tes submetidas a 25-30@°C (tabela 4).

3.5 - Efeito da lavagem da sementes: A figura B mostra que a la-
vagem das sementes n3o teve efeito na germinac3o, tanto em semen-
tes intactas como escari?icadas; pois a porcentagem de germina¢3o
entre os varios tempos de lavagem, para cada grupo de sementes

(escarificadas e intactas) n3o apresentou nenhuma diferenca esta-

tisticamente significativa.
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TABELA 3 - Tempo medio de germinag3o de sementes maduras,
escarificadas e intactas de Bixa grellana submetidas a
diferentes temperaturas. 0Os wvalores numéricos representam
a meédia * erro padr3o de 100 sementes

TEMPO MeDIO

TEMPERATURAS (DIAS)

CONSTANTES = e e e e e e e e e
ESCARIFICADAS INTACTAS

150¢C 16.00 16 . 00"

2e°cC 7.78%0 .76 10.17+0 .90

25°cC 4. 88+0. 41 5.7310.77

30°C 4 16+0 .43 7.50+1 .04

350C 8.16%0.57 10 .07+0 60

% NSo foi possivel calcular o erro padrio
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FIGURA 7 - Efeito de temperaturas alternadas na germina¢8o de se-

mentes de Bixa orellana escarificadas e intactas, mantidas sob

luz continua.

ficag3o.

Letras mindsculas:

O25-2@2C (CORTADAS)

B 25-20°2C (INTACTAS)

Letras maiudsculas: comparacio do efeito da escari-

025-308C (CORTADAS)

@25-302C (INTACTAS)

comparacao do efeito de temperatura.



TABELA 4 - Tempo médio de germinac3o de sementes

maduras de Bixa gorellana submetidas a diferentes
temperaturas alternadas.

TEMPERATURAS TEMPO Me&DIO ERRO PARDAD
ALTERNADAS (DIAS)
e5-2e°2cC 5,87 e,12
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4 - Escarificac80 mecdnica: O0Os resultados da escarificaglo
mecdnica na germinac3o de sementes de urucum s30 mostrados na
figura 9. As sementes seccionadas lateralmente ou lixadas tiveram
sua germina¢do promovida. Contudo, comparando-se os dois trata~
mentos de escarificacdo mecadnica, verifica-se que n3o houve dife-
renca significativa na porcentagem de germinac3o de sementes sec-

cionadas lateralmente ou lixadas.

S - Escarificac¢8o quimica: 0 efeito da escarificac¢30 quimica so-
bre a germina¢8o0 das sementes € mostrado na tabela S. Verifica-se
que 0s tempos de imers3o em acido sulfdrico concentrado mais efe-
tivos foram 15 e 20 minutos. 0Os tempos de 5 e 10 minutos de imer-
s80 n3o foram efetivos na quebra da dorméncia em relag3o0 ao con-
trole.

Verifica-se que a partir de 5 minutos ha um aumento na per-
meabilidade das sementes, sendo que 15 e 20 minutos foram os mais
eficientes . Contudo a eficacia em nenhum dos tratamentos foi ma-
*xima. Quanto a viabilidade das sementes n3o houve uma diminuic¢3o
da wviabilidade a medida em que se aumenta o tempo de imersfo no

acido.
6 - Escarificac8o térmica:

6.1 - 0 efeito do tratamento com dgua fervente (30, 60 e 9o
segundos) foi énalisado e o0os resultados mostrados na tabela 6.

Verifica-se que n3o houve diferenca significativa entre os trata-
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mentes maduras de Bixa orellana, mantidas a 25°C e luz continua.
Letras diferentes representam diferen¢as significativas a nivel

de 5% no ultimo dia de experimento.
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TABELA S5: Efeito da escarifica¢3o quimica (acido sulfdrico
concentrado) na germinacio, permeabilidade e wviabilidade de

sementes de Bixa orellana. As sementes foram mantidas a 252C
e luz continua por 10 dias, apos tratamento. Letras diferen-
tes representam diferengas significativas ao nivel de 5%.

—— - — - — o — 7~ i A - ]— S o V—"_ " —r T T A S . o - - —— o — - ] — - — -

TEMPO DE EXPOSICAO GERMINACAO PERMEABILIDADE VIABILIDADE

(minutos) (%) (%) %)
T 06 eeb esb 652
85 30b 33b b0a
i@ 33ab 45b é63a
15 S50a 60a 63a
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TABELA &6: Efeito da escarificac3o térmica com agua quente
(989C+2) na germinacio, permeabilidade e viabilidade de semen-
tes de Bixa orellana. As sementes foram mantidas a @252C
e luz continua por 10 dias, apds ao tratamento. Letras diferen-
tes representam diferengas significativas ao nivel de 5%.

TEMPO DE EXPOSICAO GERMINACAD PERMEABILIDADE VIABILIDADE

(SEGUNDOS) (%) %) (%)
20 15a 18a 65a
30 14a 37b bba
60 18a 49¢c 55b
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mentos de 30 e 490 segundoé e entre estes e o controle. Mas o tem- '
po de 9@ segundos foi deleterio, pois causou uma reducdo drastica
na porcentagem de germinac¢io.

Observa-se também que houve um aumento significativo na per-
meabilidade das sementes, embora n3o tenham atingido o miximo.

A viabilidade foi alterada a 60 e 90 segundos, ocorrendo re-

duc30 significativa em relacﬁo a0 controle.

6.2 - 0 efeito do choque térmico, na germina¢30 das sementes
€ mostrado na tabela 7. Verifica-se que n3o houve diferenca sig—
nificativa na porcentagem de germinac3o entre as sementes escari-
ficadas e o controle. Nota-se que houve uma reducSo significativa

na viabilidade das sementes submetidas ao choque térmico em rela-

¢330 30 controle.
Quanto a permeabilidade, verifica-se por esta mesma tabela,
que ha um aumento significativo neste parametro para as sementes

escarificadas se comparadas com o controle (tabela 7).

6.3 - 0 efeito da temperatura de 50°C, por periodos de 1 e 2
horas, na germinac3c € mostrado na figura 10. Verifica-se que em
sementes intactas a temperatura de 50°C é ineficaz na promo¢3o de
germinac3o nos dois tempos de exposi¢30 em relacSo ao controle,
pois n3o houve di?erehca significativa na porcentagem de‘germina~

¢30 entre os dois grupos. Também em sementes escarificadas meca-



TABELA 7: Efeito do choque térmico (802/109C) na germinacio,

permeabilidade e viabilidade de sementes de Bixa orellana. As
sementes = foram mantidas a 259C e 1luz continua por 10 dias,

apos ao tratamento. Letras diferentes representam diferencas
significativas ao nivel de 5¥%.

TEMPO DE EXPOSICAO GERMINACZO PERMEABILIDADE

VIABILIDADE
(MINUTOS) (%) %) %)
00/00 25a e8b 70a
3e/15 1%a 41a 41b



100
80 F
~ Oy ™y, A
S oo} — A———2R3
- .
65 o
@
=z
= 407 A
w
G /////
i A———ABa
a
/ —  ——E——mAa
v :
0 /xffﬁé D — 0 ?Ab
0 1 z it 4 B & 7 ]

TEMPO (DIARS)

FIGURA 1@ - Efeito da temperatura de 502C durante { ou 2 horas na

germinac30 das sementes de Bixa orellana escarificadas e intac-

tas, mantidas posteriormente a 25°C e luz continua. Letras maids-

culas: efeito da escarificac8o. Letras mindsculas:efeito da expo-

si¢g30 a 5e°C.

O1 HORA (CORTADA) 0O2 HORAS (CORTADA) ACONTROLE (CORTADA)

®1 HORA (INTACTA)

B2 HORAS (INTACTA)

ACONTROLE (INTACTA)



nicamente o tratamento de 1 hora a S0°C foi ineficaz para promo-
ver a germinac¢3o acima daquelas apresentada por sementes cortadas
e mantidas continuamente a 25°C. Contudo, exposi¢io de 1 hora nio
causou reducd3o na viabilidade das sementes, pois a porcentagem de
germinacdo foi igual a do controle. Por outroy]ado, sementes cor-
tadas expostas a 50°C por 2 horas tiveram sua viabilidade drasti-
camente afetada, abresentando uma pofcentagem de germina¢ao muito

abaixo das sementes cortadas mantidas continuamente a 25°C.

6.4 - Os resultados do efeito da exposi¢S3o0 de sementes secas
a temperatura de 100°C € mostrado na tabela 8. ExposicBes de i, 3
e S minutos n3o promoveram a germinac3o se comparados com o con-
trole. Mas a exposi¢3o de 10 minutos causou uma queda significa-
tiva na porcentagem de germinac3io.

0O tratamento de 1@ minutos causou uma perda de viabilidade
das sementes, mas n3o foi efetiva para causar um aumento da per-
meabilidade das mesmas se comparadas com o controle é os outros

*

tempos de exposi¢c3o (tabela 8).

7 - Efeito da escarifica¢8o na estrutura da testa: As sementes
maduras (E7) submetidas ao tratamento com acido sulfdrico por 15
minutos e coradas com safranina e azul astra (SA) apresentaram
rupturas na reéiSo superior das células palicddicas, com desgas-
tes laterais. Além disso o liuimen tornou-se exposto e ocorreram

algumas rupturas na por¢3o mais basal das mesmas (figura 11) se

comparadas as do controle (figura 12).



TABELA 8: Efeito da escarificac3o térmica (1009C a seco) na
germinac3do, permeabilidade e viabilidade de sementes de Bixa
grellana. As sementes foram mantidas a 259C por 1@ dias saob
luz continua, apds o tratamento. Letras diferentes representam
diferencgas significativas ao nivel de 5%.

TEMPO DE EXPOSICAO GERMINACXO PERMEABILIDADE VIABILIDADE

(minutos) %) (%) %)
""""" o0 30 amm e T
e1 25a 42a 62a
3 2éa 43a 63a
05 30a 4%9a bbé6a
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FIoURa 41i-4i8: Upries transverszis de teste de semeniss
nrellans corados com S8 fumento: 468X, Fig.i: Testa da semente

escarificads com  Feida sulfurico. Podewm ser  nobtadas rusturas.

desonstes  1atersis B lumen exposto (4. Fig B: Testa da semenie

nfe escarificads spresentando as estruturas ds palicada mais in—

tegras.




R
3

& ~ Ansliese “in mitu”

B.4 - Bafranina e 3zul astra {(54): & testz das sementes cora-
das rom B8, apreszentou ap mivel do tegma diversas estruturas mor-
fologicamente distintas, que podes ser subdivididas em 23} uma ca~
mada exteyna composta de celulas em forma de paligadica; by uma
camada hipodérmica composta por células aue provavelmente contém
taninos {corvados em bordB); ¢} 3 camadas parensuimaticas; dluma
Eégunda camada &ip@éérmica formada por célulse em forma de ampu-
iketz losteosclereideos) & o) uma camada interna de céiulas gque
contem %aniﬁ@g (figurz 13). A partir do EE as células do teoma i3
se gnrontravem completamente éi?sreﬁciaéas’éﬁpeciakmanta gm vela-
c3p = camada palicadica (figura 13) se comparadss com aquelas do
£4 (n3p ilustrada). A partir do E2 ¥pi ccorrendo um espessamento
20 nivel das células paligddicas e uma compressic =m todas 2s ca-
madas =baixo das mespas. B3 céiulas da pzliszdas apresentavam-se
mais longass do gue lazvgas, sendo mais larsas na regifo basal do
gue na distal, apresentando nesta porclo z sxiremidade acuminada
ou iﬁgeiramente arvedandads .

4 medida que o5 estsdips avangaram, nolou-se um zumento de
coloragdo pela safraning nas celulas palicddicas, gue s@ apresen-—
taram cadas vez mais resisztenies sps cortes, o nue Provocou  uma
ruptura da camada parenguimatics 2 dos égtesec%er@iﬁams nos gsta~

dios pals avangados (Tiguras 14-4&0




FIGURA 13-16: Cortes transversais da testa de sementes em gesen—

volviments de B, prel

corados com 86, Aumento: 4608%. Fig 43
E2. & camads paligddics apresenta-sg corads em zszul; a hipnderme
com matevial corado em vermelho; 25 camadses parenguimalicas & os-

tecsclereidess corzdos 2m azul e a3 ssgunda hippderme, com mate-

féiai toradgo em vermethp, Fig 44: £4 . Notz-ze o aparscimento  ds
?ﬂmr ross entre 33 células de palicsdas e o rompimento das ramadas
2§&r§aquimétit&§ ¢ de ostepsclereidens. Fig . i1S: ES Hs uwm a@mentmv
béa cor rosz entre as celulas sgiiéééicaa, Fig.4é: EF A cemente
atings =z maturidade & ocorre ums deposigio zinda mai@r’ée safra~-

nins ns palicada.
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8.8 =~ #fzul de toluidina: As paredes celulares da testa daus
sementes do E2 foram coradas pelo zzul de toluidina, apresentan~
do-ze fortemente metacromaticas, indicando presenca de material
pectico (figura 17). Forém esta metacromasia diminuiu com © avan-
co da idade, sendo que a partiv do E4 (nlp ilustrado)l, ES (figura
iB) e EV (nloc 1lustrado) as cdlulas da palicads,coradas pela azul
de toluidina apresentaram—se mais azuladas e aﬁm regifes esver-~
deadas, principalimente em direc3oc & parte mais interna da testa.
0s wmateriazis corados em wverde, nas cawadas ds hipoderme, prova~

velmente seiam taninos {figura 173,

8.3 -~ Xylidine Ponceau: 6pesar do baiuo teor protdico masten~
do pela coloragdo com XP nm testa das sementes em todos os esta-
dips de desenvolvimento analisados, o5 resultzdos indicam uma 1i-
geira diminuiclo do material protédico 2 partiv do E2 (figura 19
sendo  que, em E7 praticamente nBo ororveu resposta positiva zo
turante na mwaior parte desias celulas {(figura 241, :

Kas células par&nqaiméiicaa do endospermz pode ser notado um
acumulio de materizl protéico s partiv do ER (figura $49). No ES
{figura 29 33 pode ser abservadas ums grande quantidade de mate-
rizl vcorado, aue foi sofrende compactacio até & maturacio, em £

{¥igura 213

8.4 - Método do P.&.5: #p nivel da testa, durante o estidis
mais imaturc (Ei} as paredes das celulas palicddicas apareceram

pouco ctoredas pelo BAS. Os contornos das paredes soram finps, s2n
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PINURA $7=48: Cortes transversais da testas de sementes em desen-—

volvimentn de B, orellasns corados com AT, fGumento: 468X, Fig.i7:
£8. & camada palicadica ® os opsisosclereidecs apresentam-se far-
temente  metacromaticos.  Hs duss hipodermes apavecem toradas  en
verde Figp.318: EB. Pode ser notads =z éiminuig%e dan  metzcromasis
nzx cazmads palipsdica. finda pode ser wisualizado material corade

em werde naz sesundez camads hipodérmics.




FIGURA 19-281: Cortes transversais de sementes 2m desenvolvimentp
de B, grellang corados com XP. Aumente: 37¢ X. Fig 49. £2. & ca-
made paligddica ¢ o sndosperma mosivam—se POUCS torados pelo XP.
Fig.88: E5. A camada palicddics ampresenta-se menss corada com XP,
mas pode ser wisuslizado um acdsulo de material corado no endos-
peran, gque ainda se apresents pouco compactado. Fig . 8%:. EY. & ca~
mada paligadice sraticamente nio & e@fa@a, ®a% O sndosperma apre-

senta vreagdo positive ap XP, apresentando materiazl proteice mais

compactade






gquaisuer @sées%ameﬁt@. Verificou-se uma grande quantidade de pe-
guenos prios P&S positivos, tanto ns camads palicddice comp nas
camadas wais internas da testa (figura P2). No esztsdioc seguinte
(ER’, estes gr3os praticamente desaparecerss & 3 Camads palicsdi-
t3 J8 estava bem definida (figura 23} . No dltimo estiddioc de de-
senvolivimento  (E?2), ¥oi verificado que 2 parede se  apresentavs
intensamente corada pelo Pﬁé, especizlimente as células paligddi-

ces  (fig 243y, indicando um scdmulo de polissacarideos neutros

neste 1ocal .

Os cortes das sementes em desenvolvimentn corados pelo  PAS
evidenciaram | a0 nivel do gndosperma a presengs de polissacari-
deps neutros nas paredes celulares ¢ granulos. Durante o3 pri-
meirps estidics de desenvolvimento (EB), os gréanulos corados eram
peaguenos, com forma eliptica 2 estavam presentes em peguenas
quant idades. &g paredes das celulas do endosperms aindas sstazvam
poucp coradas (figura £33 . Nos estidiocs £5 (figurs Féy e EF {(fi-
gura ., 273 os gri3os eram maiores, com formals mais arredondade e
as%avam presentes em grande numero. 8s psredes celulares do  sn-
dospgrma apresentaram-se {fortemente coradas. Os cortes utilizados
como controle de resgdo praticamente ndc foram corados por  este

metodo (figura &8

8.8 -~ Flovoglucinol e HCl: NEo ocrorreu reaslo positivae para
lisnina (aparscimento d3 cor purpura) 3 nivel da testa. J3 o to-
cidop condutor aprvesentou-se corade em pdpurz, no xilema (nfe

ilustradod.



FIouRas 8B-84: Cortes tramsversais da tests de sementes ew desen-
volvimentno de B, orellang corsdos com PA%. éumén%w; 468 K.
£ig . PP:. Ei. Pode ser wvisualizadzs a tamada paligsdics sm formagio,
rom paredes celulares nic espessadas & 2 presence de granulos PAS
positivos. Fig . 23: E2. & testa aspresenta~se corada como um ifodo e
& cawads paligddica bew zﬁefmida. finde podem ser m}taﬁés algunsg
srinuics PAS positivos nestas camada 14). Fip B4: EY. A& camada
psligsdica esncontra~-sz intensmzamente corada. bem como as  oubras

camsdas e testa






-y

Touse - 25-28. Lortes transversais gdo sndosperme de senenbes on

desenveviviment o coradas com PAS. Aumento- 469 K Fig 2%. ¥R Pe~

sienos grdnulos  de swmido elios cottispeyvaos pelo endosperms

Mots-se  as savedes cwiuiares sm ismirin dge Tormug o, Fig Bs. 9%

Bravde guantidady de gsvine de format o donvdads A e

rrdes selulares completements formodas Fig.2% . £7. aspsobto  dos

calulaves ldénbicos ae do 55 Fig 88 Controle. O

st ey iad

Fai covadn com restive de Sehiff, mem prdvia nwida-

s

c8o . Menhum oryEs DI .
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8.6 - Reative de Bchiff para ligninm: A camada de macroscle-
reidens ipaiigaéa?, agressniou—-se é@uca corada com reabtivoe de
Bchiff no estddio E{ (n3oc ilustrado? » ER (figura B9} . Entretants
nos  estidics mais avancados {ES) els apareceu ligeirazmente mais
corada, se comparzda a20s estadios mais imsturos, com nitidos ss-
pessamenios, exceto na parte mais externs da tests {figura 3%,

Entretanto nlo  JToram verificasdas diferengss entre o ES ¢ o §7

{nao :lustrado).

B.7 -~ Ferricianelp férricp: &s paredes das células ds camada
palicddics no E4 spresentaram-se pouco corsdas. Foi notada a pre-
senga de materisl corade em castanho, provavelmente taninos. Neg-
te estddio sBo visiveis 35 células do tegumenino externs produto-
ras de corante. As celulas em formaz de ampulbets i3 est3o forma-
das (figura 31}

s cfdlulas da camada em palicsdics no E5 apresentaram-se
coradas ex azul escuvre {(figurs 32). Esta coloracdo mumenta ligei-
ramente no E7 {(figura 33! A parte superior daz ramadz pégiaéﬁica
praticamente nBo corou pelo métode {(Figuras 38 e 33, suserindo a

auséncia de material vedutor neste lacal.

€.8 - Sulfato ferroso: & fiweco de sementes imsturas (E4)
com sulfstio ferroso pars detecelo de tanines COMPYoOvVoU & presen—
ca de material t&nico nos cortes obtidos, j4 sugerids por sutros

metodos utilizados {(figura 54 .



FIGURA B%—~3@: Cortes transversails da tests de sementes  de

prellana coradss com reativo de Schiff. fumento:. 448X, Fig .29

£Ee. & camada palicgsdice apresenta-se pouco corads cop oo restivp
de Sckitd  Fig. 38. E5 HMotam-se espessamentos na camads paligs~

dics mne reEsilo mais basal, que corou mais do jus 8 porcio sups-~

rigr.




FIBURR 324-33. Cortes %ra&%versais da tests de nementes de 2B,
preliana coragos com ferricianeto férricn. fumento 4468%. Fig. 34
£¢. &3 paredes das cflulas dz paligzdicas apresentam—SE POUCD CO-
radas . Nota-se =@ presenca gde material covado em castanho & as ¢é-
tulas produtorss de corante by Fig . 32: E5%. &s celulas palicadi~
cas aspresentam—s® coradas em szul ne poreEo mais basazl, @  can-
traste com a sum resifo superior, menos corada. Fig.33:. E7. Nota-
s um sumento das carvacteristicas @bﬁervaéagrgm ES, com as por-

cHes baszis mais coradas (4) 2 3 susencia de rescioc nas  regides

superiores da pmligada.






FIGURA 34: Corte transversal da testa de sementes de B, arellanm

no estadipo Ei. Podem ser wvisualizados pe taninps corados em cas~

tanko, dumento: SAGX
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8.9 =~ Budan IV: NEp foi detectzda a presencs de substinciss
graxas f{cuticula, cutina 2 subsrina’ nas paredes das células pa-

ligadicas, nem nas sementes imaturss e nem nas- maduras, stravés

do uso da técnica do Sudsn IV inio ilustrado)

8.18 - Lugol # HpBD4: Verificou-se o aparecimento da cor azul
indicadora da presenta de hidrocelulose, apds a adicio de HpoSUg
aps materialis corados com lugel, indicando sue houve a hidrdlice

da celulose (figura 35).

8.41 - Fluoresc®nria natural: No estddic E4, os contornos das
células da paligadas apresentaram-se mal delineados. Pode ainda
ser observada uma grande fluorescéncia ao nivel das paredes  das
céiu?ag produtoras de corantes e o inicio da formac¥e de material
fluprescente ﬂ&%ltéiuiag do endosperma . Ds taninos apresentavan
§3ucresc§ntiafamar%?méa&verdsgdg'(#igura 36} HNp EP wverificou-se
um aumento de flugrescéncia Emiverde nas cflulazs palicddicas gue
i2 estavam bewm ﬁé?inidés 2 nas paredes das c€lulas em ampulhets
{figura 37) gque ndo estavam visiveis no estidis anterior (Ei} &%
celulas produtorss de corante apresentaram garedes aparentemente
rompidas  (figura 37, No ES {(figura 3B ¢ E¥ {figura 3%) ainds

‘havia material fluocreacente amareiéﬂeaverdeadc$ éama nos estadios
anteriores, mas 2 fluorescéncia em verde aparentemente nio zumen~
tou. Dcorreu um ligeiro aumento de flusrescéncia na poveio bassl
das c2lulas palicidicas tanto no £ romo  no E7 . Foi notadas ums

regidc de  menor {fluorescéncia na poreEo mediana das células  da



FIGURA 3%. Corte transversal daz testa de sementes de B, grellisus
no  estadio E? spds o tratazmento “in situ’ com lugol e scido sul-

firico. Kota-se o asparecimento da cor azulads decorvente da de-

gradacio ds celulose. Bumentp: 462 X




FIGURA 36-3%: Cortes transversais de tecta de sementes em decen-
voivimento de B. prellsna observados em microscopio de  fluores-
céncia.  Aumento: 446X, Fig.&é: Ei. Pode ser visualizado o inicio
da  formacd3o dz camada paligddica. MNotz-se o contorns fortemente
fiuorescente das células produtoras de corante thie os taninos,
gue apresentam €Eaaresc§acia amarelio-esverdeads . Fig 327. E2. 4
paligada apresenta-se fluorescente em verde e o8 taninos estio
presentes. Fig . 38: E5. & fluoresclncia ew verde ds palicsdica ndn
aumentou, mas ainda estd presente o material flucrescents amare-
lo~esverdeads (taninos). Nota-se uma %egiﬁm de menoy fluorescén-
tid nz poveEn medianz de palicada 4y 2 um ligeiro aumenio de ma-

terial fluorescente nz regifio baszl. Fig 38 E7. fspecto da tests

semelihante a0 estddic mrterior,

BRI L e e e T e e
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palicada mais visiveis a3té o estadic ES {figura 38), mas também
detectavel zm £7 (figura 3%, sugerindo uma deposicBo diferencia-

da de material nss duss porgoes desta camada.

8.42 -~ Gzul de sniline: Os dois testes sspecificos para culo~
se foram negativos, ppis nao ororreu o aparecimento da cory azul

eLsCuYo  ® nem =g obteve fluoreeceénciz amarels deste materizl (ni3o

ilustradol.

.13 ~ MHicroscopia de polarizscio: No estiddio mais imaturo
(Ei§ ndo foi pbservada birrefringéncia nas cdlulas da palicads em
formacdo. A partiv do EZ psta camada tornou-se birvefringente e
pode aindas ser notzds 8 birrefringéncis dos grios PAE positivos,
em forma de cruz de malta (n3o ilustrado).

2 uso do compensador wvermelho de 12 ordem contirmou 3 pegue-—
na birrefringfnciz eribida pelp material no estadioc £i, sue mos-
trpu apenss algumas regifes com coy azul ou amarelas ne regifio dos
psteosclereidecs, situsds entre zs células vontendo tanino {(figu-
ra 4¢3 .

Np  estadio EZ2, pode ser notads a ordenazclo do material bir-
refringente no sentido do malor 2ixo das celulas em paligada, sue
gwibiram 8 cor azul de P2 ordem, susndo a3 direcloc de propsgacio
¥ das substincizs formadoras destas cdlulass esteve paralela & di-
recio do compensador . Exibiram 2 cor amarela de 48 ordem nuando

sua direcic de propagacio esteve perpendicular a8 do rcompensador



FIBURA 48-4%: Cortes transversais de tocta de sementes nos sstd-
dips E% e E2 de B Qigiiagg cheservados em microscopio de polari~
zac30 e compensador vermelho de 12 ordem. Aumento: 168 X. Seta:
direcio ¥ de propagscio do compensador. Fig 4@ El. Mots-se 8 su-
sfnria de material birrvefringente na palizada £ % Bus presengas
nus paredes relulsres dos opsteosclereideos 43 Fig.84: E2. &
hirvrefringfrcin dos osteosclereidens se torna mais pvidente & na
palicads as celulss com materisl ordensdo parslelsmente B divecdo
£ do compensadoy aparecem em 3zul; 3% com materizl ordenado pevr-
pendicularments = ¥ , spresentamp-se smarelas € os materisis pa-

ralelos mo anzlissdor, sm wvermelho.
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g finalmente vermelha gquando paralels 2o analisador. fs células
em asmpulheta tawmbém wpresentaram suas paredes birrefringentes
{figura 45},

& partiv do £E4 foi observade © sparecimento da ¢or amarela
de 22 ordewm na vegifio mais externn das cédlulas em palicada e azul
na regidoc mais interna, onde nos estidies anteriores 56 se obser-
vava a cor azul {(figura 42). Da mesma forma, a regio anterior-
mente amsrels de 1% ordem, passou 3 apresentar 2 suz regifo mais
externa com é cor branca de 12 ordem (nSo ilustrado).

Esse comportamento se zcentupu,. sendo aue em Eé& (figura 43)
iz wocupawva grande parte da camads palicddicas o no EY  f{cementes

madures) atingiu o seu meximo {(figura 44-4%)

8.44 ~ 3i§$§€§@.ﬁﬁw MalH: Kos estadics E4 (nfo ilusirade’, ES
Cfigura 448F g EF (figurz 47} houve ums reducfo da cor amarels em
reiscdo & cor azul apresentada pela camada em paligada, indicando
gue otorve umas deposigdo gradual de hemiceluloses sobre 3 camads
superior daz palicada, durante ps dltimos gstadios de desenvolvi-

mento das senentes.

8.45 -~ DigestBo com MpSDs. ExposicSo de 15 sepundos ao dcido
sulfirico  foi sufiviente parz causar 2 hidrdlise do graticamente
toda 2 czmads em palisnda de testa, pois as cores de  bhirrefrin-~

géncia desapareceram apds o tratamento (figura 483 .



FIGURA 48-43:. Cortes transversais de tests de sementes nos ssti-
dips £4 e L& ﬁ@igﬁ greilans observados em microscopio de polari-
zagdo e compensador vermelho de i§4ardam. &aé@n%a: 188 X. Seta:
diresdo §' gde propagacio do compensador. Fip 48 E4. MNotz-sg o
sparecimento de mwaterial com cor de birrefringénois amarelo de 28
ordem na porgdc apicsl das celulss da paligcads guando o seu maior
eixo se encontrs @araiei@ 3 diresSo % de grg@éga;ﬁa do compensa-

doy . Fig . 43: E&. & repifo cujo aparecimento s» deu om £E4 torna-se

mais espessa e pode ser notads a cor branta de 1B ordem no célu-~

las cudo maior eixo ests direcionado perpendiculsrmente & diveclo

t do compensador {4}
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FIGURA 44-45. Dorte trznasversal de tesiaz de semente no estadic £7
de B, wmrellsnz observado em microscdpio de polarizagio & conpen~
sador wvermelho de 48 ordem. Gumento: 488 X, Seta:. direclio 3 de
propagasee oo compensador. Nots-se que & pérg%a zpical das celu~
tas dm paliszds se spresentam na cor smarels de B2 ordem guando
as ce2lulas estic com seu maior eino paralelss &z direg3o {: do
compenmador  (Fig 44 e se apresentam np cory branca de §8 g?éem

guznde e%se g€iHp se encontva perpendivular Bo { do conrpensadoar

(Fig . 4537
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PIBURA 446-47:. Cortes ¢ransversais de testa de sementes de B
preilana tratadeos com NzOH 2 4% e observados gm microscopio de
polarizacdo € compensador vermelho de 18 ordem, posicionados C£OB
o mpiopr eixo das rdiulas ¢z palicadas, parazlelo Ccom 3 girecic X
de propagasio do compensador Nota-se que 3 meior parte da porsEo
apical das cflulas mue anteriorsente apresgntiavam-s8e amarelas;
woltaram =3 exibir z oy azul de 28 prdem. égmanta: &30 K. Seta:

direcino % de propagacic do compensador . Fip.46: E5. Fig.47: E7.
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FISURS 48 LCorte t?aﬁsvevgai de testa de semente npo sstsidio E7 de

B, prelizna tratado com HpB80s 3 78X e observado sm microscépio de

polarizeacio 8 compensador vermelks de (8 prden. Nota-se s diges-

t3o prativeamente total do materisl birvrrefringente presents na ca~

mada pelicadica. Gumento. 488 ¥ Setw. diregio de propugacsio do

compensador:
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DISCUSSAD

A idade fisiolodgica das sementes pode ser caracterizada ade-
quadamente através de alteracBes que ocorrem durante seu desen-
volvimento. Estas'alteracﬁes podem caracterizar indices de idade
fisiologica, que s30 extremamente iuteis, principalmente em condi-
¢Oes naturais, onde a idade cronoldgica assume um significado me-
nor, devido a alteractes ambientais.

indices de idade fisioldgica baseados na morfologia e/ou
comprimento de Ffrutos e sementes, foram utilizados para caracte-
rizar estadios de desenvolvimento de sementes (Walbot et al
1972, Adams & Rinne 1981, Figueiredo & Pereira 1985). indites de
idade fisiologica baseados no peso fresco e teor de umidade foram

usados. em Acacia auricuyliformis (Pukittayacamee & Hellum 19887 .

Em Bixa orellana, os estidadios de desenvolvimento foram ca-

racterizados com base no comprimento e coloracio dos frutos e
morfologia, peso fresco e seco associados com o teor de umidade
das sementes. Entre estes parametros, o peso fresco e seco asso-
ciados a0 teor de umidade foram os mais adequados para separar
todos o0s estadios de desenvolvimento. Entretanta; o aspecto dos
frutos e sementes foram convenientes para uma separa¢o prelimi-
nar dos estdadios. Talvez os primeiros par@metros sejam mais con-
venientes, pois esta especie possui segrega¢3o ao acaso, e ha uma

variagdo muito grande entre os individuos. Além disso, em um




mesmo individuo ocorrem algumas alteracOes fenotipicas entre uma
coltheita e outra no ano seguinte, devido talvez a flutuagbes am-

bientais.

A absor¢do de dgua pelas sementes imaturas de Bixa orellana

apresenta algumas peculiaridades. Sementes imaturas nos primeiros
estadios n3o embebem, pois ja estio hidratadas, havendo portanto
uma 9grande resisténcia a entrada de dgua, devido ao seu alto po-
tencial hidrico. Além disso, as sementes possuem poucas matrizes
(amido, corpos protéicos e paredes celulares) que poderiam ter
papel na alterac3o de seu potencial matrico. & medida que a se-
mente se desenvolve, ha uma tendéncia a maior embebig3o, devido a
uma reducdoc do potencial hidrico. A baixa embebi¢lo verificada no
tiltimo estadio de desenvolvimento (E7) deve-se a impermeabiliza-
¢3o da testa, processo que sera discutido com detalhes mais
adiante.

Nos estadios E4 e ES ha uma maior entrada de dgua em relacho
aos estddios anteriores, provavelmente devido a presenga de uma
maior quantidade de matrizes hidra?iiicas, como amido, COrpos
proteéicos e paredes celulares, embora estas ainda se encontrem
parcialmente hidratadas. Esta hidratac@o explica porque ha uma
embebicdo t3o baixa em relaclo as sementes completamente maduras
escarificadas, que sera discutiaa mais a frente.

As sementes no estddio E& apresentam um teor de umidade
muito baixo, mas também um adiantado processo de impermeabiliza-

¢80, 0 que explica a sua pouca embebigl3o.
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O potencial matrico € um dos componentes do potencial hidri-
to e assume importancia no processo de embebigio das sementes
(Labouriau, 1983). Como ja foi dito, amido, proteinas e paredes
celulares s30 os compostos e estruturas celulares envolvidas nes-
te componente. Us outros componentes do potencial hidrico s3c o
potencial osmotico e o potencial de press8o. O potencial ocsmdtico
esta correlacionado com a concentraclo de substincias dissolvidas
na celula e influencia a entrada de agua: quanto maior .a sua
concentragdo mais baixo é o potencial hidrico. 0 potencial de
press3o se estabelece quando a dgua entra na célula, e exerce uma
forgca contra a parede celular. Este componente, ao contririo dos
anteriores, causa um aumento no potencial hidrico da semente e
portanto leva a uma redu¢fo na taxa de entrada de dgua (Bewley &
Black, 19Bé&).

Entre todos os tecidos da semente, a testa ¢ 2 parte que
opde maior resist@ncia ao fluxo de 3agua, como ja foi demonstrado
em sementes de Brassica napus (Shavkewich & Williams, 1974). Em

sementes completamente maduras e impermedveis de Bixa orellana

esta resisténcia & total.

Em sementes escarificadas de urucum, a embebi¢3o0 ocorre nor-
malmente seguindo o© modelo da cinética da embebigio (Bewley &
Bilack, 19Bé6). Na fase inicial ocorre uma rdpida absorgio, depen-
dente de processos fisicos, fatores ambienéais, como temperatura
e por Torgcas ﬁétricas inerentes & semente (Labouriau,i983). A se-
gunda fase e caracterizada por um periodo em que nio ha aumento

em peso fresco, J& que a absorgido fisica da agua pela semente
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atingiu um equilibrio osmotico. Sementes dormentes ou mortas man-
tém este nivel de hidratagBo. Sementes vidveis, quando em condi-
cdes favoraveis, entram na terceira fase de embebi¢3o, que € ca-
racterizada por uma absor¢do metabdlica de dagua, & gqual & asso-
ciada com a germina¢c3o visivel da semente. Hd ainda sementes gque
apresentam impermeabilidade do tegumento a absor¢3o0 de 3gua, n3o
mostrando assim, nenhum aumento de peso fresco guando colocadas
em contato com a mesma. A absor¢do ocorrera apos a quebra de sua
ddrméncia e se dara apresentando as trés fases de embebi¢80 des-
critas (Mayer & Poljakoff-Mayber 1973, Labouriau 198B3). A dura-
¢3o de cada uma destas fases depende de certas propriedades ine-
rentes a semente, como niveis de substratos hidratdveis, permea-
bilidade do tegumento, tamanho, entrada de Op e também das condi-
¢0es que prevalecem durante a hidratac3o, como temperatura, teor
de umidade e composi¢3dp do substrato (Bewley & Black, 1986).
Sementes maduras recém~colhidas de Bixa grellana praticamen~
te ndo embebem, mas o fazem quando escarificadas. Pode-se afirmar

assim que estas sementes apresentam dorménecia imposta pela testa.

Em outras espécies como Halimium hamilifolium (Pefa gt al.
1988), Ricinus communis cv Guarani (Lagda e Pereira, 199@), Rhus

javanica (Washitani, 1988), letrapleurs tetraptera (Ddoemena.,

1988), Sesbania punicea € §$. bispinosa (Graaf e van Staden, 19283)
o tegumento também funciona como barreira ao fluxo de sgua e tra-

tamentos de escarificac80 eliminam este impedimento.
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Sementes imaturas de urucum n3o germinaram durante os trés
primeiros estadios de desenvolvimento. A capacidade germinativa
foli atingida quando as sementes alcangaram o ponto de miaximo acu-
mulo de matéria seca. Este estidio foi alcancado quando as semen-
tes ainda possuiam altos teores de umidade, confirmando o que foi
encontrado para outras espécies como por exemplo Ricinus communis
(Kermode & Bewley, 198%9), Glucine max (Obendorf gt al., 1980, Ro-
senberg & Rinne, 1986, Miles gt a]l. 1988B) ¢ varias cultivares de
feijSo ( Adams & Rinne, 1981). Entretanto, para Phaseolus vulga-
ris cv Goiano Precoce, Figueiredq (1984) n3o encontrou esta rela-
¢80, poils sementes com o miximo conteddo de matéria seca ainda
assim n8o atingiam sua germinacBo maxima. Este autor concluiu que
o fator limitante nesta variedade era o teor de umidade.

0 teor de umidade nas sementes de urucum declina durante o
periodo sobre o qual a germinabilidade se desenvolve. A principal
mudan¢a no conteudo de agua coincide com o acumulo de matéria se-
ca. € possivel que esta perda de agua tenha algum papel no desen-
volvimento da capacidade germinativa, ou no gradiente de poten-~
cial hidrico entre a semente e o fruto (Welbaum & Bradford,
1988 .

Além disso, os periodos de intensa desidratag8o que, aparen-
temente, s3o importantes para o desenvolvimento de sementes de
leguminosas, ocorrem apos © acumulo de matéria seca, como verifi-
cado em ervilha (Le Deunff & Rachidian, 198B) e soja {Rosenberg &
Rinne, 1984). Em mel3oc a taxa de declinio em contelddo de dgua @&

mais lenta apds a fase final de acumulo de matéria seca (Welbaum
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& Bradford, 198%9). Entretanto em B, orellana, ocorre inicialmente
uma perda muito lenta de dgua (EL{~-E£E3). Esta perda de sdgua ainda €
lenta quando a semente atinge o seu miximo de matéria seca (E4-
£9) e a partir deste ponto cai bruscamente.

A velocidade de germinacio que as sementes de urucum no E4
apresentam € menor gquando comparada com os estadios mais avanga-
dos, sendo que nestes udltimos (ES5 a E7) a velocidade de germina-
¢30 praticamente n3o se altera. Em sementes de feijlo foi verifi-
cado «que existem trés faixas de velocidade de germinacio das se-
mentes, durante o desenvolvimento, sendo maior no ultimo estadio
{Walbot gt pl., 1972, Figueiredo & Pereira 1990). Estes autores
demonstraram gque a desidratagao artificial conduz 3 promog8o da
capacidade e velocidade de germinagcio.

A proposic8o de que a desidratagio impOe o processo de matu-
racdo nas sementes (Adams e Rinne, 1981, Rosenberg e Rinne, 1984)
poderia explicar este atraso na germinac8o das sementes de urucum
no E4. Entre o E4 e o E5 poderiam ocorrer mudangas sutis resul-
tantes de pequenas flutuagdes no conteddo de dgua, que por sua
vez afetariam a velocidade de germinag3o. Estas flutuagles de
conteddo de dgua a medida que ocorre a desitratag3o, causam alte-

racBes no metabolismo em sementes de soja {Rosenberg e Rinne,

1986), ben como alteracdes quantitativas e qualitativas de mRNA
em sementes de Ricinus comunnis (Kermode et al., 198%a). Também

foram verificadas alteragOes no balan¢co hormonal (niveis de ABA),
inibindo ou permitindo o desenvolvimento até a germinac3oc em se-

mentes de Phaseolus vulgaris e Ricinus communis (Kermode gt al ,



19863, gmbora tenha sido demonstrade, na cultivar Boiano Precoce
desta especie, que o nivel endogeno de ABA nlo estd relacionado
com & capacidade germinativa das sementes em desenvovlimente {(Fi-
gueiredo & Pereira, 199¢).

As sementes nos primeiros estadios n8o germinam devido, pro-
vavelmente 3 insuficiéncia de materiais de reserva com foi de-
monstrado pela analise histoquimica.

A analise "in situ” do material de reserva das sementes de
urucum revelou que ocorrem principalmente proteiﬁas ¢ amido nas
celulas do endosperma.

Um metodo eficiente para detectar polissacarideos neutros @&
a reacao do PAS. O dcido periddico oxida hidroxilas de carbonos
vicinais, rompendo a ligacZo entre os mesmos e produzindo dois
radicais carbonila, que se ligar3o com o reativo de Schiff atra-
ves de ligagdes covalentes (Mello e Vidal, {97B). Assim a reac3o
- PAS detecta polissacarideos neutros como por exemplo a celulose e
o amido.

Durante os estadios iniciais o formato dos gr3os de amido se
mostrou eliptico devido provavelmente a uma menor quantidade de
amilose. Com o desenvolvimento estes grios tornam-se mais esféri-
cos, dévido a um aumento de amilose em relagd3o & amilopectina
(Bewley & Black, 1%86). |

A partir do E4 n3o foram notadas altera¢Bes no tamanho e
quantidade dos gr3os de amido que se mantiveram aparentemente
constantes ate E7. Isso demonstra que a partir destes estiadios as

celulas do endosperma jis se apresentavanm totalmente formadas com
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relacdo a esta reserva.

Cutra forma de evidenciar o amido foi o uso da microscopia
de polarizag3o. Sob luz polarizada o0os gr3os de amido apareceram
sob a forma de cruz de malﬁa. Este aspecto caracteristico deve-se
ac fato de que diversas moleculas de amilose e amilopectina se
dispBem circularmente a partir de um centro de nucleac3o (Vidal,
19871) .

Para a visualiza¢3o do material proteéico utilizou-se Xuylidi-
ne Ponceau a pH 2,5. Este corante possui dois radicais sulfato
ionizados neste pH que se ligam aos radicais catidnicos (NHz®)
disponiveis nas proteinas.

0 wuso do Xylidine Ponceau possibilitou a verificaclo de di-~
feren¢a no conteddo protéico de células no endosperma das semen-
tes durante o seu desenvolvimento. Houve acumulo de material XP
positivo disperso pelo citoplasma destas celulas, a medida que a
semente de B, orellana se desenvolveu.

0 4aspecto do material protéico entre o ES e o E7, indicam
diferencas no grau de hidratagBo destas moléculas. No ES elas
ainda est3o bastante hidratadas e mais dispersas pelo citoplasma.
No E7 as proteinas ja se encontram no seu grau maximo de desidra-
tag3o, o que confirma os resultados obtidos para o teor de umida-
de € a classificag8o dos diversos estadios.

Segundo Mayer & Poljakoff-Mayber (1975) as proteinas s3o as
componentes celulares q#e mals embebem nas sementes. Assim a di-
ferenga no grau de hidratag8o das proteinas pode explicar em par-

te porque as sementes do E4 e £5, com acdmulo protéico maximo,

5
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embebem a taxas muito inferiores se comparadas com as sementes
maduras escarificadas.

A detecc8o da fluorescéncia natural revelou a présenca de
aminodacidos aromdticos no conteddo protéico, principalmente trip-
tofano e tirosina, pois a fenilalanina possui excitac3o maxima a
26@ nm (Udenfriend, 1962) e o filtro de excitagSo utilizado foi
superior a este valor. 0 uso deste método revelou o mesmo padrao
obtido pelo XP: ha uma tendéncia de aumento no conteddo protéico
durante os estiddios de desenvolvimento. No inicio ha pouco mate-
rial fluorescente, que vai aumentando até o estadio E4, que cor-
responde 30 maximo acumulo de matéria seca. A partir dai nSo &
mais observado um aumento na fluorescéncia.

0s resultados obtidos para o material presente no endosper-—
ma, Justificam o fato de que a partir do E4, as sementes Jja est3o
tfisiclogicamente maduras, pois todo o material de reserva ja esta
formado, o que estd de acordo com as andlises de acumulo de mateé—
ria seca, que atinge ¢ miaximo neste estadio.

A partir do momento em que a semente estd Fisiologicamente
madura, ela torna-se capacitada a germinar se colocada em condij-
tO0es adequadas.

A germinacdo de muitas espécies 6 afetada pela presenca de
luz. Miconnia cinnamomifolia (Queiroz, 1983), Impatiens wallerans
(Souza, 1990), Stevia rebaudiana (Randi & Felippe, 1981), Avena
fatua (Hilton & Bitterli, 1983) e Vitis vinifera cv Patricia
(Pereira & Maeda, 198B6), si3o exemplos de sementes que s germinam

em presenca de luz. Existem outras sementes que sd germinam em

v
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auséncia de luz, como Amaranthus retroflexus, Lamium
amplexicaule, Nemophila menziesii (Bewley & Black, 1982), Lucumis
anguria (Cardoso, 1985), Ricinus communis <{(Lagba & Pereira,
1987). Além destas, existem espécies que s5p indiferentes & 1luz
para germinar, como por exemplo, Anemona pemoross, Brionia alba e
Datura stramonium (Mayer & Poljakoff~-Mayber, 19753 .

fs sementes de B grellana s3o indiferentes & luz pa;a ger-
minar, pois a sua taxa de germina¢3o € baixa tanto no escuro como
na luz.

Existem espécies em que a germinac3o das sementes & promovi-
da ou inibida pela lavagem. Quando ocorve promocio, o efeite da
lavagem seria a removog3o de substincias inibidoras da germinacSo
como verificado em Beta wulagaris cv. Kawemagamono (Santos & Pe-
reirsa, 1989) e Vitis vinifera cv. Patricia (Maeda & Pereira,
1987). Por outro lado, a lavagem em dgua inibe a germinacl3o de
Ricinus communis cv. Guarani (Lagda & Pereira, 1992) e Datura
stramonium (Villar, 1982), por remover promotores de germinacio.

Em sementes wmaduras intactas ou escarificadas de Bixa

grelilana a lavagem das sementes ndo tem nenhum efeito promotor ou
inibidor. Portanto, se estas substdncias existem nas sementes,

ndo ocorre a sua elimina¢8o através da lavagem.

Sementes de diferentes espécies requerem faixas de tempe-
ratura diferentes para a sua germinag3o. Estas diferencas podem
ser determinadas por fatores genéticos, pelos niveis de regulado-
res enddgenos de crescimento, pela idade da semente e pelas suas

condi¢cBes de desenvolvimento (Probert et al_ ., 1985). De maneira



geral temperaturas muito altas ou muito baixas inibem a germina-~
¢30. Dentro da faixa de temperatura em que ocorre germinacio ha
usualmente uma témperatara 6tima, na qual um maior numerc de se-
mentes germina, num periodo de tempo minimo {(Labouriau, 1983).

Sementes escarificadas de B, grellansg germinam bem em tempe-
raturas acima de 20°C. Embora em temperaturas de 25, 30 e 35°C as
porcentagens finais de germinagdo nio teﬁham diferido entre si, a
velocidade de germinag3p foi menor para as sementes expostas a
35°9C. Em temperaturas de 20°C a promocio e velocidade da germina-
¢3c0 foram inferiores as desta faixa e a 15°C praticamente n3o
pDCcorreu  germinacaoc. Porténtu, a faixa otima para esta espécie se
situa entre 25-30°C.

Sementes intactas de B, orellana apresentam um comportamento
ligeiramente diferente. A maior porcentagem de germina¢io foi
obtida a 35%C , tendo sido encontrados valores intermedidrios a
3¢°L e porcentagens mais baixas a 25°C. No entanto quando se ana-
lisa a velocidade de germinag3o fica evidente que 25°C é&_.a melhor
condi¢do, pois a germinagdo ocorre mais rapidamente, sendo segui-
da por 309°C. A velocidade mais baixa ocorreu a 35°9C.

0 atraso na germinag3o de sementes de urucum em temperatura
de 359C pode ser explicado por uma alteragidoc no seu sistema enzi-
miatico. Segundo Koller (1972) com o aumento da temperatura, ha
uma tendéncia progressiva de alteracBes enzimaticas, tanto em
atividade como em configuracdo, até a sua desnaturagSo. & ausén-
cia completa de germinac8o em algodio (Abdelmagid & Osman 1977)

a temperatura de 40°C & atribuida a desnaturacB8oc de proteinas.



Entretanto McGinnies (19469} mostrou que temperaturas mais =altas
causam uma acelera¢3do da iniciagloc da germinac¢3o das sementes de
varias gramineas, mas causam uma reduc30 na sua porcentagem to-
tal.

A inibic¢3o da germinacdo de sementes de urucum a 15°C, pode
Ser explicada por uma redu¢do dridstica no seu metabolismo. Segun-
do Mayer & Poljakoff;ﬁasber (1973) esta inibi¢3o n3o significa
que Jjamais ocorra germinacao, uma vez que em temperaturas baixas
o metabolismo torna-se muito baixo, mas nBo inativo, podendc a
semente vir a germinar num periodo mais longo do que aquele uti-
lizado para temperaturas mais altas. Uma outra possibilidade a
ser considerada € a inativag3o0 de enzimas envolvidas neste pro-
cesso, como foi sugerido para sementes de algodio (Abeldmagid &
Gsman, 1977).

Existem sementes de virias especies gque germinam melhor em
regimes ¢de temperaturas alternadas do que em temperaturas cons-
tantes como em Poa pratense (Toole, i19273). Mas ha casos extremos
onde n3o ocorre germinacio em temperatura constante, como em
Vitis wvinifera (Pereira e Maeda, 19864).

A maioria das espécies cultivadas, como por exemplo, algo-
dao, soja, miltho e feij8o (Harrington, 1953) germinam tanto em
temperaturas constantes como em alternadas.

Sementes de B. grellana germinaram tanto em temperaturas

constantes como nas temperaturas alternadas testadas.
& escarificag¢io meclnica tem sido efetiva para aquebrar a

dorméncia de muitas sementes impermesveis. Existem varias



71

maneivras de escarificar mecanicamente as sementes, como abras3o
com lixa, danificac¢3o do tegumento com agulha, remoc3o de partes
da sementes, seccionamento da testa. Em Sesbhania punicea e S.
bispinosa (Graaff & Van Staden, 1983), letrapleura tetraptera
(Odoemena, 1988), Paspalum notatum (West & Marouski, 1989), Avena
fatua (Raju et al. 1988), por exemplo, ocorre uma promog3o da
germinac8o apds este tratamento. Em todos os casos este aumento
esta relacionado com a entrada de agua na semente.

Em B. orellana a escarificacSo meclnica foi efetiva na que-~
bra da dorméncia, levando a uma promocSo da germinac3o.

A entrada de 3gua foi positivamente associada com a germina-
¢30. Assim nestas sementes a testa constitui-se numa barreira fi-
sica an fluxo de agua.

Vdrios tratamentos térmicos s3o utilizados com sucesso para
promover a germina¢ao de muitas sementes. Em B. orellana foram
testados varios tratamentos de escarificac3o térmica, mas nenhum
foi efetivo na promogdo da germinac3o nesta espécie. Entretantso,
estes tratamentos tiveram efeito na viabilidade e permeabilidade
das sementes de urucum. H3a uma tendéncia & perda de viabilidade e
aumento de permeabilidade associados com a exposi¢io ao calor,
pois mesmo periodos de tempos curtos causaram alteracSes na per-—
meabilidade e viabilidade das semen£es.

ExposicBes mais prolongadas causaram perda de viabilidade de |
sementes. Este fato deve estar assoﬁiadu com inativagao térmica

ou danos ao embri3o (Givelberg et al. 1984).
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Em outras espécies a escarificagSo térmica € efetiva na pro-
mogdo de germinac3o e aumento da permeabilidade.como por exemplo
em espécies de {anna (Grootjen & Bouman, 1988), Rhus Jjavanica
(Washitani, 1988) e Sesbania punicea (Graaf & Van Staden, 1983).
Poréem em outras os tratamentos térmicos s3o deletérios como por
exemplo em sementes de S, bispinpsa. Nesta espécie hd uma grande
sensibilidade ao calor, pois praticamente todas as sementes per-
dem s viabilidade e n8o germinam quando expostas ao calor (Graaff
& Van Staden, 1983).

A escarificacdo quimica foi efetiva na promoc3o da germi-
nagdo em urucum. Os tempos de imers3o em acido sulfirico de 15 e
c® minutos foram os mais efetivos. A porcentagem de sementes per-
medveis foi aumentada nos dois tempos de imers3o, embora n3oc te-
nha atingido o mdximo. Quanto 4 viabilidade, n3o houve diferenca
estatistica nbs diversos tempos de imers8o em relac¢3o ao contro-
le, embora tenha havido uma tendéncia a redug3o a partir de 20
minutos. Assim o0 acido sulfdrico n3o atingiu as regides abaixo da

testa e por isso nio causou danos ao embrilo

Em Sesbanig punicea e _S. bispinosa houve um aumento de per-

meabilidade com o aumento do tempo de exposi¢c®oc ao acido sulfuri-
€co e a viabilidade também n3oc foi alterada (Graaff & Van Staden,
i983) . Nestas dués especies o tratamento com dcido sulfirico cau-
sa rupturas na regido da palig¢ada e na camada de osteosclerei-
deos. A escarificac3o so & efetiva se atingir a camada de osteos-

clereideos. Em outra lesguminosas como a acacia meleirs,

Gumnocladus dioicus e Cercis gcanadensis, o acido sulfldrico
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penetra através do topo das células da palicada e expBe o lumen
destas células permitindo a embebic30 sem alterar a camada de os—
teosclereideos (Liu et al. 1981).

Em B. orellana ocorrem rupturas na regiSo da paligada, des-
gastes na por¢d3o superior desta camada e rupturas em direc3o &
regifio basal destas células, expondo o seu limen. N3o foi possi-
vel wverificar se a regifo dos osteosclereideos & atingida, pois
0os cortes anatOomices invariavelmente causavam o rompimento desta
camadé tanto nas sementes escarificadas, como nas n3o tratadas.

A impermeabilidade do tegumento & 3gua estd correlacionada
com varias caracteristicas histoldgicas da testa da semente e com
a presenca de substlncias hidrofdbicas (Rolston, 1978). Assim fo-
ram executados testes histoquimicos para determinar quais as ca-
racteristicas da testa e quais as subst@ncias envolvidas no pro-
cesso de dorméncia em B, grellana.

A coloragdo com safranina e azul astra mostrou-se eficiente
para uma caracteriza¢c3o geral das células da testa das sementes.

0 wuso de safranina combinada com ocutro corante como o "fast
green” e o azul astra € de aceitac¢3o0 geral entre os anatomistas
para fornecer uma vis8o geral e uma indicacBo preliminar dos ti-
pos de subst8ncias quimicas encontradas nos tecidos vegetais. Em

dapices wvegetativos de Stevia rebaudiana (ﬂonfeiro & Gifford,

1988), adpices vegetativos e florais de Arachis hipogea cv Tatui
(Armando  Jr. 1990) e em sementes de Prosopis tamarugo (Valentin
et =al._, 1986) o uso de safranina e "fast green” mostraram ser

adequados. Em Antonia owvata, (Venturelli & Bomtempi | 1989)
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fo1 utilizada a combinag3oc de safranina e azul astra para obser-
vagbes do dvulo e desenvolvimento da testa das sementes.

A safranina possul afinidade por paredes celulares lignifi-
cadas, cutinizadas ou suberizadas ¢ por substincias fendlicas. O
corante azul astra cora os outros componentes celulares n3c cora-
dos com a safranina, como paredes celulares celuldsicas e pécti-
cas (Johansen, 194¢).

Comparando os materiais nos diversos estadios de desenvolwvi~
mento verifica-se que no inicio do desenvolvimento as paredes ce-
lulares s8o0 coradas somente em azul, indicando a presenca de ma-
terial peéctico ou celuldsico. Nos estadios finais do desenvolvi-
mento ha um aumento de material corado em vermelho entre as c8lu-
las paligadicas, provavelmente devido a presenca de lignina, su-
berina, cutina ou outras substincias lipidicas.

Por esta coloracdo verifica-se que estada ocorrendo um espes-
samento da tamadas paligiadica & medida que a semente se desenvol-
ve .

Testes com azul de toluidina é pH4 . @ confirmaram os resulta-
dos obtidos pelo teste anteriof. Atraves deste teste verificou-se
que as células paligadicas dos estadios iniciais s3c fortemente
metacromaticas, indicando a presenca de material péctico. Este
material apresenta radicais anibnicos o que possibilita a intera-
¢ao com as moléculas planares do azul de toluidina, tornando as
paredes coradas em azul arroxeado.

Com o avan¢o da idade verifica-se uma diminuigSo da metacro-

masia, ou seja, esta havendo uma diminui¢do da disponibilidade de



radicais anidnicos do substrato corado, o que altera a cor obti-
da, que se torna azul e ateé azul-esverdeada. Segundo Vidal
(1987), wum aumento da disponibilidade de radicais anidnicos em
diferentes estddios fisioldgicos de um mesmo tecido ou de tecidos
diferentes em func3o das intera¢des com azul de toluidina, faz
com «que haja uma diminui¢c3o0 do pico de absorgio da regilo corada
devido a um empilhamento de moléculas deste corante.

0 efeito visual da metacromasia ¢ a mudanga gradual da cor
apresentada pelo material, que passa do verde para o azul, azul-
arroxeado e finalmente magenta. Na testa das sementes de B
grellana esta ocorrendo o inverso, ou seja as paredes celulares
passam do arroxeado para © azul, devido a um menor empilhkamento
das moléculas planares de azul de toluidina, indicando que esta
ocorrendo uma diminui¢3o das substancias pecticas e/0u uma agre-
gacao das mesmas com outras substincias que neutralizam parte de
suas cargas negativas. Outra possibilidade seria um aumento de
subst@ncias neutras e/ou basicas nestes locais, gque poderiam im-
pedir ou dificultar o acesso do corante até as regifes anterior-
mente evidenciadas.

0 corante azul de toluidina para a detecg3o0 de metacromasia
tem sido usado frequentemente para outras sementes como Prosopis
tamarygo <(Valentin gt al1., 1984), LCanavaliz ensiformis e Q;
gladiata (Cortelazzo, 1989), Phaseolus vulagaris (Lopes, 1990).

Para identificar a evolug30o e natureza das células da testa
ja detectados com os dois métodos anteriores, foram feitos testes

especificos para cada wuma das proviaveis substancias quimicas
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envolvidas no processo de impermeabilizac3o da testa.

0 uso de reagles de Oxido redug3o0 pode indicar a natureza
oxidante ou redutora dos substratos a serem visualizados. No caso
especifico de férricianeto férrico, sabe-se que ele pode oxidar
mono e polifendis, grupos pirrol e indol, dcido ascérbico e lipi~
dios nao saturados. A reducdo do ferricianeto férrico produz su-
cessivamente um pigmento verde (verde da Prissia), que é o ferro-
cianeto ferroso-férrico, um pigmento azul (azul da Prissia) que ¢
o ferrocianeto férrico e um "corpo” incolor (precipitado branco)
que € o ferrocianeto ferroso (Adams, 1956 in: Lison 1960).

0 wverde da Prudssia se produz espontaneamente em solucBes de
ferricianeto férrico ou pela ag¢So de redutores fracos e nio tem
grande valor na interpretagio dos resultados. & reagcl3o do ferri-
cianeto feérrico € considerada positiva quando aparece o azul da
Prussia, pela a¢30 de redutores fortes. O precipitado branco s6
seg produz se os redutores sﬁuimuito fortes como tiossulfatos e
outros, que ndo s8o facilmente encontrados em preparacBes histo-
quimicas (Lison, 1960).

No dltimo estadio de desenvolvimento de sementes de urucum,
gcorreu reagdo positiva para a camada pali¢ddica, cujas paredes
se coraram em azul, exceto na sua regifo sugericr, que permane-
ceu incolor. Estes resultados indicam 3 ocorréncia de redutores,
tais como mono e polifenodis, nos locais corados & a auséncia des-

tas substdncias na regifio da camada palicddica voltada para o ex-

terior da semente.



Em Prosopis famarugo a impermeabiliza¢8o da testa € atribui-
da a uma camada hidrofobica de natureza lipidica (Valenti et al.,
1986). Para identificagio do material lipidico das sementes va-
rios autores utilizam o corante Sudan, como por exemplo em Sida
spingsa (Egley et al., 1986), Cercidium floridum (Scott et al.,
1962, e Sesbania punicea (Bevilacqua et gl., 1987). Em B,
orellana n3o foi detectado material de natureza lipidica, uma vez

que n3o houve reac¢do positiva ao Sudan IV. A auséncia deste mate-
rial entre as celulas da palicada € bastante comum, pois geral-
mente & suberina ou cutina se depositam em contato com o ar
(Priestley & Woffenden, 1922). No entanto, nas ceélulas paligadi-
cas de Lercidium floridum que n3o est3o em contato com o ar, ve-
rifica-se esta deposi¢8o. A explicagHo possivel é a presenca de

Op entre os espacos intracelulares, em concentragBes suficientes
para permitir esta deposicano (Scott et al., 1942).

A partir da constatag3o de que n3o hi subst3ncias lipidicas
na testa, procurou-se ent3o verificar a existéncia de material
lignificado.

0 reativo de Schiff mostrou uma reag¢8oc positiva, embora de
pouca intensidade e que praticamente n3o se alterou a partir do
E4. Mas os testes com floroglucinol foram negativos para lignina
exceto nas ceélulas xilematicas. A reac8o de Floroglucinbi baseia~
se na sua liga¢do com um radical de um anel aromatico es#ecifico
da molécula de lignina (Rawﬁins & Takakashi, 1952). Uma possivel

explicacBo seria que a reac3o tenha sido negativa devido é‘ pre-

senca de outros materiais que mascararam este local de ligacHo, e
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também devido a baixa densidade deste material. Outra possibili-
dade € que realmente n30 haja material lignificado ao nivel da
testa, embora tenha ocorrido rea¢30 com o reativo de Schiff; pois
este corante se liga covalentemente a quaisquer radicais carboni-
las (Mello e Vidal, 1978). Assim, este reagente n3o e especifico
para lignina e poderia estar se ligando a outros compostos que
tivessem estes radicais livres.

A microscopia de fluorescencia também fornece boas indica-
¢hes do materia1ren:ontrado nas ceélulas vegetais. A fluorescéncia
natural apresentada por certas substi@ncias quimicas s8o adequadas
para identifica¢3o de materiais comoc a lignina (O Brien &
McCully, 1981,

Sob microscopio de fluorescéncia as paredes celulares da ca-
mada paligddica de B. prellana, nos estddios iniciais (E1) apre-
gentarammse pouco fluorescentes, indicando que ainda estavam em
inicio de forma¢3o. No estadio seguinte houve um aumento de fluo-
rescéncia nestas mesmas células e, nos estadios finais esta fluo-
rescéncia ndo aumentou, refor¢ando a idéia de que n3o ocorre uma
deposicdo de material lignificado ou de outros fendis, pelo me-
nos em quantidades aprecidveis.

Andlise biogquimica das sementes de urucum apresentada por
Kiok (1978) revelou que ndo existem, nesta espécie, flavonas,
flavondides, hidroxicumarina, dcido hidroxicindmico ou seus deri-
vados. Entretanto foi detectada a preﬁénca de dcido salicilico,
uma substsncia fluorescente ao UV (Kiok, 1978). A autora nio de-

monstrou em que regifio da semente este material ¢ encontrado, se
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na testa ou endosperma ou ainda na regilo produtora de corante.
Lenoir et al. {1986) mostraram que linhagens nSo0 dormentes

de cevada sdo mais pobres em taninos do que fendis simples. Ca=-
riopses dormentes mostraram uma relagdo inversa. Embora estes au-
tores n3o tenham encontrado uma evidéncia direta para a relaclo

entre dorméncia e oxidagio de compostos fendlicos pela polifenol-

oxidase, tratamentos fisicos ou guimicos, que inviabilizam esta
reacio, facilitam a entrada de agusa na semente promovendo a sua
germinacio.

Marbach & Mayer (1974) sugerem que a impermeabilidade da
testa das sementes esteja relacionada com a presenca de compostos
fenolicos na testa das mesmas e nivel de oxidag¢30 destes compos-—
tos. Harris (1987) correlacionou a presenta de compostos fendli-
cos em linhagens de testa enrigecida de spja com o estabelecimen-
to da dorméncia.

E pouco provavel que os taninos tenham papel na inibig¢3o0 da
germinagdo, pois eles ocorrem desde os estiadios hais imaturos até
0os mais avangados do desenvolvimento das sementes. Também e im-
provavel que outros compostos fendlicos tenham esta fung¢3o, pois
a analise histoquimica mostrou, pelo teste do ferricaneto férrico
e por fluorescéncia que praticamente seus niveis n3oc se alteram
no dltimo estddio de desenvolvimento (E7).

Gutras substéncias podem ser importantes na impermeabiliza-
¢30 da testa das sémenteﬁ, como os polissacarideos neutros.

As paredes das células da paligada das sementes de urucum

coraram intensamente apds o método do PAS, indicando a presenga
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de celuloses ' nesta regido. A andlise em microscopia de
polarizacdo comprova um aumento de cristalinidade deste material,
pois &8s paredes ce}uiares nos ultimos estadios apresentaram-se
fortemente birrefringentes. Assim o material celulosico parece
ser o mais abundante nesta camada. Porém nao foram encontrados
registros na literatura que mencicnassem a associacg3p de imper-
meabilidade das sementes com celuloses, pois as celuloses s3o
substd3ncias hidrofilicas devida-é sua estrutura.

Segundo Fahn (196%9) a estrutura morfoldgica da celulose pode
ser sumarizada da seguinte forma: dentro da parede celular sio
reconhecidas lamelas diferencialmente arranjadas, cada uma das
quais consistindo de microfibrilas, que podem estar agrupadas em
feixes. Estes feixes, bem como as microfibrilas individuais anas-
tomosam-se para formar uma rede tridimensional. Esta rede € in-
terconectada com uma rede de espagos microcapilares ocupados por
subst3ncias n8o celuldsicas como lignina, cutina, suberina, hemi-
celuloses e outras substanciag orgdnicas e até mesmo sais inorgd-
nicos <como carbonato de cdlcio, oxalato de cdlcio e silipa. Em
paredes celulares muito enrigecidas, as microfibrilas s3oc mais
numerosas por unidade de drea e estdo muito mais compactadas do

que em paredes mals delgadas, onde os espagos microcapilares sio

maiores.

0 uso da microscopia de polarizagBo para a analise dos mate-—
riais nos diversos estadios de desenvolvimento das sementes de B
grellans revelou n3o s o desenvolvimento dos grios de amido mas,

principalmente a forma¢S3c da camada paligadica. Esta camada
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praticamente n3o apresentou nenhuma birrefringéncia no Ei, mas
mostrou um sumento desta anisotropia nos estidios seguintes.

Para wverificar a deposig8o de material birrefringente ao
longo do desenvolvimento da semente, foi utilizado o compensador
vermelho de 12 ordem . Esse compensador € um cristal de quartzo
de espessura bem determinada e cuja direc3o f de propagac3o (maior
indice de refrac8o) forma um 3ngulo de 452 com a direc3o de pro-
pagac3o da luz plano-polarizada, introduzindo um retardo dptico
constante e igual a 55inm (Bennett, 1967}, o que corresponde &
cor vermelha de 12 ordem e dai 0 seu nome (tabela 9). Com a in-
trodu¢do de um material birrefringente positivo (como & o caso da
maioria dos compostos bioldgicos), com o seu maior eixo direcio-
nado paralelamente & direcdo { de propagacio do compensador, ha-
vera uma somatdria de retardos, que passario a apresentar valores
superiores a 330nm e a cor da birrefringéncia sera de 28 ordem, o
que em termos de cores da birrefringéncia nas espessuras normal-
mente utilizadas nos cortes {(7-1¢ um) corresponde a0 azul

de 22 ordem (A=40@-70@nm). Da mesma forma se posicionarmos o
material analisado com sua direc¢lo de propagacac (menor eixo
neste caso) perpendicular aquela do compensador, teremos um efei-
to de subtragl3o de retardos que passarfo a valores inferiores a
SSinm (Bennett, 1967; Vidal, 1987). Para os cortes ém geral, @
frequente a obtenc3o da cor amarela de 128 ordem N=300-450nm) .

No E2 essa descrigl8o foi confirmada, com o materiai exibindo
a cor azul de 22 ordem ou amarela de 12 ordem quando sua direg3o

de propagacdo era respectivamente paralela ou perpendicular & di
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TABELA 9 - Correlacl3o entre os retardos opticos e as cores de

interferéncia de birrefringéncia (VIDAL, 1987).

COR DE BIRREFRINGENCIA RETARDD 6PTICOD

12 QOrdem

Preto

Cinza ferro 49
Cinza laranja . Q@7
Cinza azulado 158
Branceo acinzentado 234
Branco puro 259
Branco amarelado 267
Amarelo claro 275
Amarelo brilthante puro 332
Amarelo amarronzado 430
Vermelho alaranjado : 505
Vermelho forte; profundo 551
28 QOrdem

Pdrpura 5565
Violeta : 3739
indigo 589
Azul celeste 664
Azul esverdeado 728
Verde 747
Amarelo esverdeado 843
Amarelo {pouco lavado) 210
lLaranja claro avermelhado ?98-1000
Violeta escuro avermelhado 1101
32 QOrdem

indigo claro 1151
Azul esverdeado 1258
Verde mar 1334
Amarelo esverdeado i426
Carmim vermelho ' 1534

Violeta acinzentado 1452
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recao de propagagido do coﬁpensader.

Assim a deposi¢B0 do material birrefringente ao longo do
maior eixo da camada paligddica neste estiddio, poderia ser repre-
sentado através do modelo apresentado no esquema 1.

A partir do E4 comeca a ser detectada a cor amarela nas poOr-—
¢bes apicais das células da paligada Juntamente com a cor azul
das demais regites desta camada. A principio esse fato poderia
indicar a deposig¢do de moleculas perpendiculares aquelas
existentes nos esfédios anteriores (esquema 2). Entretanto essa
hipdtese foi descartada pois n¥o apareceu a cor azul apds um giro
de 90° no material, wmas sim a cor branca de 128  ordem
A:250-260nm) . Assim, pode-se concluir que na posi¢doc de somatdria
dos retardos o amarelo apresentado tratava-se do amarelo de 28
ordem (A=900-910nm) indicando uma deposigc30 de mais material bir-
refringente na mesma dire¢3o daquele pré-existente e apenas na
porgao apical da paligada. Com um consequente aumento do retardo
6p£ico nestes locais, Como a espessura dos cortes foi sempre a
mesma (Bum), conclui-se que a cristalinidade desta regio também
aumentou, pois a birrefringéncia € a razio entre o retardo dptico
obtido e a espessura do material (Bennett, 1947). Esse efeito &
salientado ao maximo no E7, conforme mostrado no esquema 3, que
sugere a deposic3o ordenada de moléculas e na mesma direc3o da
quelas ja existentes na paligada, com um aumento do numero de
fibrilas por wunidade de darea e uma consequente diminuig3o dos

espatos microcapilares nesta regifio, o que estz de acordo com

a estrutura organizacional sugerida por Fahn (1969) para este
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homopolissacarideo, em sementes de testa rigida.

O modelo proposto neste trabalho para s organiza¢So dos bio-
polimeros da camada pali¢adica encontra suporte nos demais méto-
dos wutilizados. Pode ser notado que o ferricianeto férriro nSo
foi reduzido na regido apical da palicadaf indicando que nesse
local n8o bhavia deposic3o de substd@ncias redutoras mais fortes

como € o caso dos fendis. Isso foi reforgcado ainda com a colora-

¢3c pelo reativo de Schiff que foi mais intensa nas regifes ba-
sais dessas celulas e pelo resultado negativo obtido pelo floro-
glucinol., A diminuiglo da metacromasia € um ocutro dado importante
polis pode significar um acumulo de material neutro na paiicada.

A extra¢do realizada com o NaOH remove hemiceluloses (Fry,
1988). 0Os resultados obtidos indicam gque ha uma deposicSo dessas
substancias nos estadios finais de desenvolvimento da semente o
que pode justificar a diminui¢30 de permeabilidade & 3gua a par-—
tir do ES. Estas hemiceluloses poderiam ser calose ou mananos en-
tre outras, mas ni3o foi encontradeo calose em sementes de Bixa
prellana. Em Sesbania punices (Bevilacqus gt al., 1987) e em tre-
vo (Bhalla & Slattery, 1984), houve reag3o fortemeﬁte positiva ao
PAS nas celulas pali¢gadicas. Estes autores associaram este
resultado com hemiceluloses, mais especificamente a calose,

e concluiram Qque esta substancia tem papel na impermeabilizacio

das sementes.
A remog3o do material das células paligadicas pelo Acido
sulfirico tambeém reforga a idéia da deposi¢30 de material crista-

lino nos esta3adios finais do desenvolvimento das sementes de B.
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orellana. A formagao de composto hidrossoluvel de cor azul quando
o material @ colocado em preseﬁca de lugol e acido sulfurico re-
vela que esse material depositado na por¢3o0 apical das células ¢
celuldsico.

Assim, podemos supor que inicialmente, a camada palicadica
em formagdo apresenta gr3os de amido, observado no Ei{ e que esta-
riam presentes para suprir a demanda energeética para as etapas
subsequentes de espessamento das paredes celulares dessa camada.
A partir desse estadio, passando pelo E2 e E3 ha uma deposic30 na
parede celular de subst@ncias pécticas, celulose, hemiceluloses e
lignina o que possibilita uma coloracio metacromatica pelo AT, um
resultado positivo com as coloracdes pelo reativo de Schiff e pe-
lo ferricianeto férrico nas porgdes basais da paligada e, princi-
palmente, a observagldo das cores de interferéncia da birrefrin-
géncia destas regibes. A partir de E4 come¢a a haver uma gradati-
va deposic3o de mais material celuldsico na regido apical da pa-
licada e essa deposi¢do comeca a tornar os espacos intercelulares
menores e as paredes celulares muito mais compactadas. Com o au-
mento da compactaclo teriamos um maior retardo dptico . Concomi-
tante, haveria uma deposi¢8c de hemiceluloses nos poucos espagos
deixados apos essa maior deposicfo celuldsica, © que resultaria
na imperﬁeabilizacﬁo das sementes.

Esse madu de desenvolvimento proposto, estad de acordo com os
resultados obtidos, o que possibilitou sugerir o modelo exposto
ne esquema 3 como O mais provavel para explicar a dorméncia des-

sas sementes na maturidade. A impermeabilizaclo da palicada se
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daria, desse modo, apos a total formacio das reservas no E4 e a
forma gradual com gue ela ocorre possibilitaria ainda a perda de

agua da semente a partir desse estadio, chegando a taxas de 10%

na maturidade.



ies

RESUMO

0 objetivo deste trabalho foi investigar a aquisigio da ca-
pacidade germinativa e o estabelecimento da dorméncia em sementes
em desenvolvimento de Bixa orellana {(urucum).

Sementes imaturas de B. prellana n3o germinam durante os es-
tadios iniciais de seu desenvolvimento. As sementes adquirem a
capacidade gefminativa madxima quando apresentam teores de umidade
entre G50-460). Nesta fase as sementes atingem seu grau maximo de
acumulo de matéria seca.

A dorméncia se estabelece quando a semente apresenta um con-
teudo de dgua em torno de 10%.

A faixa de temperatura otima para a germinag¢so destas
sementes esta entre 25 e 30°C. Regimes de temperaturas alternadas
nao ﬁromovem a sua germinac¢io acima daquela apresentada pelas se-
mentes em temperaturas canstante;.

A luz n8o tem efeito na germinac8o das sementes de urucum,
pois a porctentagem de germina¢io das sementes intactas expostas a
luz e escuro continuos foi baixa em ambos os tratamentos.

Entre os varios tratamentos de quebra.da dorméncia tes-
tados, 0 mais efetivos Fforam a escarifica¢io mec8nica e a quimi-
ca. A escarificacdo térmica, além de ineficaz na promo¢doc da ger-
minacdo, causou a perda da viabilidade das sementes em alguns ca-

s0S .
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Sementes de urucum, quando escarificadas, apresentam uma ta-
xa de embebi¢lo superior adquela apresentada por sementes intac-
tas. Assim, esta espécie apresenta-se dormente devido & impermea-
bilidade da testa & dgua, 3o nivel do teagma.

Nesta espécie vai ocorrendo um espessamento gradual do teg-
ma, especialmente na regildp da camada paligadica, durante o de-
senvolvimento da semente. No estadio mais imaturo (E1) as paredes
nao se apresentam espessadas. Este espessamento comega a ser evi-
denciado a partir do E2 e se acentua com o avango da idade ate
atingir a maturidade no E7. Neste estddio as sementes apresentam-
s impermedvels a agua.

As principais substancias quimicas envolvidas neste processo
s30 a celulose e as hemiceluloses. A lignina n80o tem papel na im-
permeabiliza¢io das sementes nesta espécie.

Através do estudo coﬁ mictroscopia de polarizagio e uso de
compensador fbi proposto um modelo de deposigio diferenciada e
gradual de celulose nas células paligcadicas. A regifo superior da
camada palicadica se espessa muito mais do que a regifio basal até
atingir o seu maximo em E7.

A extragdo com NaOH mostrou que hemiceluloses est3o presen-
tes na regilo superior da camada paligadica. Assim, a deposic¢lo
intensa de celulose, principalmente na regific apiral, aséociada a
uma deposici30 mais discreta de hemicelulose nos espagos miércca-
pilares da estrutura da ce]uiose, devem ser as responsaveis pela

impermeabilizagBo das sementes nesta espécie.



iio

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABDELMAGIB,A.8. & OSMAN,A M., 1977, 0On the germination and
changes in chemical composition during seedling emergence and
development of cotton seeds. Ann., Bot .. 41:697-705.

apaMs,C. A, & RINNE,R. W., 1981. Seed maturation 1in soybeans
(Glycineg mex L .merr.) is dependent of seed mass and the parent
plant., yet is necessary for production of viable seeds. J Exp,
Bot ., Sﬁzéiswéee.

ARMANDD  Jr.,J., 1990  Florag3o em amendoim {(Arachis hippagea L.}.
Tese de Mestrado. Universidade Estadual de Campinas. 83pp.

QRTSCHMAGER,E., 1927 Development of flowers and seed in the sugar

beet . . fAaric. Res., 34:.1-25.
ASPINALL,G . O, 1980 Chemistry of cell wall polyssacarides. In:

STUMPF ,P.R. & CONNLE E. The biochemistry of plants a

compreensive treatise. Vel . 3. Academic Prees, New York. pe.
473-506 .

BANKS,W. & MUIR,D.D., 19B@. Structure and chemistry of the starch
granule. In: STUMPF,P R. & CONN,E.E. The  biochemistry of
.gl3gLg**mﬁ”_ggmgﬁggﬂgigg_iggiiiggﬁ Vol.3. Academic Prees, New
York. pp. 321-369.

BARRDSD,G. M., 197B. Sistematica de angiospermas do Brasi]l. Vel.1.

LTC/EDUSP, S30 Paulo. 31Spp.



it

BENNETT,H.S5., 19467. The microscopial investigations of biolagical
materials with polarized light. In: McGLUN'S JONES,R. (ed) .

Handbooks of microscopical techniaue. 3ed. Hafner Publishing

Co., New York. pp. 591-677.

BEVILACQUA,L . R.; FOSSATI,F. & DONDERO,G., 1987. "Callose” in the

impermeable seed coat of Seshania punicea. Ann. . Bot ., 32
335-341.
BEWLEY,J.D. & BLACK, M.,1i9B2. Phssiblogu and biochemistry of
| seeds in relation to germination. Vol . 2. Viability, dormancy

and enviromental control. Springer-Verlag, Berlin. 37Spp.

BEWLEY,J.D. & BLACK.M., 19846. Seeds. phusiocloay of development

and germination. Plenum Press, New York. 367pp.
BHALLA,P L. & SLATTERY,H.D., 1984. Callose deposits make clover
seeds 1mpermeable to water. Ann. Bot . ., 53:1P5-1i28B.
CARDOSO, V. J. M., 1985 .Germinac3o de sementes de Cucumis anguria.
Tese de Doutorado. Universidade Estadual de Campinas, 1é63pp.
CHOPRA,R.N. & KAUR,H., 1965. Embryology of Bixa prellana Linn.

Phytomorphaology, 15:211-215.

CLARK,G., 1981 . Introduction. In: Staining procedures used by

biclogica stain commission. CLARK,D. (ed). The Wiltiams &
Wiltliams Wilkins Co., Baltimore.pp. 1-24.
CORTELLAZZO,A. L., 1989. Caracterizacfo topoguimica e bioquimica em

segmentes de Canavglig ensiformis e Lanavalia gladiata D.C. Tese

de Doutorado. Universidade Estadual de Campinas. 123pp.

CUTTER,E.G ., 1978. Plant anatomy: experiment and interpretation.

Part 2. Edward Arnold, London. 343ppe.



iie

DELOUCHE ,J.C., STILL,T.W., RASPPERT,M. & LIENHARD, M., 1962. The
tetrazolium test for seed viability. Miss. fgr. Sta. Tech.
Bull., 91:1-63.

DUKE,S . H. & KAKEFUDA,G., 1981. Role of the testa in preventing
cellular rupturg during imbibition of 1legume seeds. Plant
Pbusiol ., 67:44%9-456.

DUKE,S . H., KAKEFUﬁA,B. HENSON,C.A., LOEFFLER,N.L. & van HULLE,
N.M., 1986. Role of the testa epidermis in the leakage of
intracellular substances from imbibing souybean seeds and

implications for seedling survival. Physiol. Plant .,

£8:6B5-631 .

EGLEY,G.H., 1976. Germination of developing prickly sida seeds.
Weed Sci., 24:239-243.

EGLEY,G.H., PAUW. Jr ,R.N. & LAX,A.R., 198B4. Seed coat imposed
dormancy: histochemistry of the region controlling onset of

water entry into Sida spingss seeds. Physiol, Plant _,

L7 -320-327 .
EGLI,D.B., 1990 . Seed water relations and the regulation of _the
duration of seed growth in soybean. J Exp.  Botany, 41:243-248.

ESAU,K., 1977. Anatomy of seed plants. Ped. John Wiley & Sons,
New York. 55@pp.

FAHN,A ., 19469. Plant anatom4. Pergamon Press, Londen. 534 pp.

FIGUEIREDD,P.S ., 1984. Germina¢8o de sementes imaturas de

Phaseolus yulgaris L. e¢v. Goiano Precoce. Tese de Mestrado.

Universidade Estadual de Campinas. 103pp.



143

FIGUEIREDO,P.S. & PEREIRA,M.F.A., 1985. Imature seeds of

Phaseolus vulgaris L. : development, germination and

reproductive capacity of the resulting plants. Revta. brasil.

Bot ., B:16%9-175.
FIGUEIREDDO,P.S. & PEREIRA.M.F.A., 1990. Germinag8o de sementes
imaturas de . Phggeolgg vylagaris: envolvimento do dcido

abscisico. Revta brasil. Bot . (no prelo)}.
FRETT.,J. L. & DIRR. , M. A., 1979, Scarification and stratification

requirements for seeds of Cercis g¢anadensis L. ({redbud),
Cladrastis Jutea (Michx.F.) Ckoch (yellowwood) and Gymnocladus
ipi L. Ckoch {(Kentucky coffeetree). Plant Prop., 25:2-4.

FRY.S.C., 1988. JThe growing plant cell wall, chemical and

et i analysis. Langman Scientific & Technical, London.
333pp.

FYFIELD,T.P. & GREGORY,P.J., 198%9. Effects of temperature and
water potential on germination, radicle elongation and

emergence of mungbean. J. Exp. Bot  ,40:-467~474.

GIVELBERG,A., HOROWITZ,M & POLJAKOFF-MAYBER,A., 1984. Germination

behaviour of Solanum nigrum seeds . o Exp . Bot .,

35:588-598.
GRAAFF,J. L. & wvan STADEN,J., 1983. The effect of different
_chehical and phuysical treatments on seed coat structure and
seed germination of Sesbania species. Z Pflangenphysiol .,
112.221-230. |
GROODTJEN,C.J. & BOUMAN,F., 198B. Seed structure in Cannaceae:

taxonomic and ecological implications. Ann. Bot  , &1:363-371.



114

HAMLY,D.H ., 1932. Softening of the seeds of Melilotus alba. Bot.
Gag ., XCIII.345-375.
HARRINGTON,G.T., 1933. The use of alternating temperatures in the

germination of seeds. . Agric, Res. , 23:295-332.

HARRIS, W .M, 1987 . Comparative ultrastrutucture of developing

seed coats of Thard-seeded” and "soft-seeded” wvarieties of
soybean Glucine max (L.)Merr. Bot Gaz., 148.324-331.
HERNANDEZ . H. G ., 1978. Aumento de la germinacidn em Eriplex

repanda. I-Tratamiento con acido sulfirico. Eﬁilgﬁ,gg:ii?-iei.
HILTON,J.R. & BITTERLI,C..J., 1983. The influence of light on the
germination of Avensa fatua L. (wild oat) seed and its

ecolngical significance. New Phytol., $£5:325-333.

JOHANSEN,D . A., 194@. Plant microtechnique. New York, McGaw.
323pp.

JoLY,A.B., 1975,

2ed.
Editora Naconal/EDUSP, S3o Paulo. 777pp.

KERMODE,A.R. & BEWLEY.J.D., 1986. The role of maturation drying
in the transition from seed development to germination. IV,
Protein synthesis and enzime activity changes within the

cotyledons of Ricinus communis L. seeds . J Exp . Bot _,

38:1887-1B%98.

KERMODE,A R. & BEWLEY,J.D., 4989. Devélopment seeds of Ricinus
communis L., when detached and maintained in an atmosphere of
high relative humidity, switch to a germinative mode without

the requirement for complete desication. Plant Physiol.,

ge.7ec-7e7 .



iS5

KERMODE ,A.R., BEWLEY,J.D., DASGUPTA,J. & MISRA,S., 198&. The
transition from seed development to germination: a key role for
desication? Hortscience, £21:1113-1118.

KERMODE ,A.R., PRAMANIK,S5.K. & BEWLEY,J.D., 198%a. The role of

maturation drying in the transition from seed development to

germination. VI-Desication-induced changes in messenger RNA
populations within the endosperm of Ricinus communis L. seeds.

4. Exp. Bot. ., 4€:33-41.

KERMGDE ,A.R., DUMBROFF.E.B. & BEWLEY,J.D., 198%9b. The role of
maturation drying from seed development to germination. VII-
Effects of partial and complete desication on abscisic acid
levels and sensitivity in Ricinus communis L. seeds. J.  Exp.

Bot ., 49©:303-31i3.

KIERNAN,J.A., 19B1. Histological e histochemical methods: theory

and pratice. Pergamon Press, London. 344pp.

KIOK,B., 1978. Estudos de flavonas, flavondides e acido fendlico
em ufucu (Bixa orellana). Acta Amaz , B:109-110 .

KLEIN,E.S. & PEREIRA,M.F.A., 19846. O papel do vpericarpo na
germinac8o de sementes de Beta wvulgaris cv. Britta. Anai 113

Congr SBSP-51-58.

KOLLER,D ., 1972. Environmental control of seed germination. In:
Seed Biology. KOZLOWSKI, T.T. (ed) Vol I1. Academic Press,

London. pp . 2-97.
KOZLOWSKI,T.T. & GUNN,C.R., 1972. Importance and characteristics

of seeds. In: Seed Biology. KOZLOWSKI, T7.T. (ed} Vol II.

Academic Press, London. pp.2-97.



114

LABOQURIAU,L . G., 1983. A germinacio das sementes Organizagio dos

Estados Americanos, Washington. 174pp.
LAGDAa,A. M. M. 4. & PEREIRA,M.F,A., 1987 . Fotoblastismo em sementes

de Riginus communis. Revta. brasjil.  Bot. , 10:155-158.
LAGDA,A. M. M. 4. & PEREIRA, M. F . A., 1987. Envolvimenteo do tegumente

no controle da germinac3o de sementes de Ricinus communis.-
Revta. Biol., 14: (no prelo).

LE DEUNFF,Y. & RACHIDIAN,Z., 19BB. Interruption of water delivery
at phssiolagicai maturity is essential for seed development
germination and seedling growth in pea (Pisum sativum L.)> J_
Exp. Bot ., 39:1221-1230.

LENDIR,C., CORBINEAU,F. & COME,D., 1986. Barley (Hordeum vulgare)

seed dormancy as related to glumella characteristics. Physiol.
Plant . 48:301-307.
LEVITT,J., 198B¢. £ to envi e

Vol.1I. Academic Press, New York. 407Vpp.

LILLIE,R.D., 1954. Histophatolpgical technic and practical

histochemistry. Blakiston, New York.

LISON,L ., 196¢ Histochemie et citochemie animales. OBauthier-

Villars., Paris. &@7pp.
LIU,N. Y., KHATAMIAN,H. & FRETZ,.T.A., 1981. Seed coat structure of
three woody legume species after chemical and phusical

treatments to increase seed germination. J. Am. Soc Hort Sci_,

106691694 .

LOPES,J.C., 199@¢. Bermina¢i0 de sementes de Phasepglus vulgaris

apos diversos periodos e condi¢Bes de armazenamento. Tese de



i17

Doutorado. Universidade Estadual de Campinas. 254pp.
MAEDA, J . A. & PEREIRA,M.F.D.Aa., 41987. Germination of Vitis
vinifera seeds: role of seed coat. Revta. brasi., Bot.,, 10:1-5.

MAIA, V., 1979, Técnica histolgaica. Atheneu,S580 Paulo. 2ed.
246pp .

MARBACH,I. & MAYER, A M., 1974 Permeability of seed coats to
water as related to drying conditions and metabolism of

phenolics. Plant Phusiol ., S54.8B1i7-8P0.

MAUN,M. A, 1977. Response of seeds to dry heat. Can. J.  Bot.,
37 .305-307 .
MAYER,A. M. & PDLJAKOFF-MAYBER.A ., 1975. The germination of seeds.

2ed. Pergamon Press, Oxford. 192pp.

McBONALD,M.B. JR., VERTUCCI,.C.W. & RDOS,E.E., 198BB. Sodybean seed

imbibition: water absorption by seeds parts. LCrop Sci ,
28:993-337.
McGINNIES,W.J., 1940. Effects of moisture stress and temperature
on germination of six range grasses. Agron. )., S2:159-1462.
MELLO, M. L.S. & VIDAL, B.C. ,1978. A rea¢io de Feulgen. ienc

Eult ., 3@:665-676.

MILES,D.F., TEKRONY.D. M. & EGLI,D.B., 1988. Changes in wviability,
germination and respiration of freshly harvested soybean seed
during development. Creop Sci , 28:7¢0-7¢4.

MONTEIRO,W.R. ‘& GIFFORD Jr.,E.M., 19BB. Histochemical aspects of

shoot apex of Stevia rebaudiana (Bert.) Bertoni (Asteraceae)

during transition te flowering. Revta., brasil. Bot , ii:11-2%1.



iig

NEILL,S.J., HORGAN,R. & REES,A.F., 1987. Seed development and
vivipary in Zea mays L. Planta, 474:358-364.

OBENDORF ,R.L., ASWORTH,E.N. & RYTKO,B6.T7., 1980¢. Influence of seed
maturation on germinability in soybean. Crop Sci., £9:483-484.

O BRIEN,T.P. & McCULLY,M.E., 198%. The study of plant structure.

Principles and & e h . Termarcaph PTY Ltda.,

Melbourne. 348pp.

ODOEMENA,C .S ., 1988. Breaking of seed c¢oat dormancy in a

medicinal plant JTetrapleura tetraptera (Schum & Thonn). J_
Agraic. Sci ., 111:393-3%94.

PENA, J ., APARICIO-TEJD,P. & SANCHEZ-DIAZ,M., 1988B. DBDormancy
mechanism and the effect of scarification in the germination of

Haljimium bhalimifolium seeds. J. Plant Physiol., 132:54-58

PEREIRA,M.F . A. & MAEDA,J.A., 19846. Environmental and endogenous

control of germination of Vitis vinifera seeds. Seed Sci. &
Technopl . 14:827-235.

PERNOLLET,J.C. & MDSSE,J., 19B3. Structure and location of legume
and cereal seed storage proteins. In: DAUSSANT,J., MOSSE,J. &
VAUGHAN, J. Seed proteins. Academic Press, London. pp.155-191.

PIMENTEL GOMES,F., 14982. Curso de estatistica experimental.
Nobel, SS%oc Paulo. 430pp.

PRIESTLEY,J. H. & WOFFENDEN,L.M., i%922. Causal factors in cork

formation. New Phuytol ., Pi.252-268.
PROBERT,.R. 1. ; SMITH,R.D. & BIRCH,P., 1985. Germination responses

to ligth and alternating temperatures in eurcpean populations

of DBactilis glomerata. I-Variability in relation to origin. New



149

Phytol ., 2:317-322.
PUKITTAYACAMEE,P. & HELLUM,A K., 198BB. Seed germination in Acacia

adriculiformis:develiopmental aspects . Can. J. Bot, &6:388-393.

QUEIRQOZ,M . H. 1983 Influéncia da luz na germinagio de Miconia
cinnamomifoljia (DC) Naudin, JacatirBo-agu. fnsula, 1i3.29-37.
RAJU,M.V. 8., HSIAD,A.J & McINTYRE.G.I., 198B. Seed dormancy in

Avena fatua. Iv. Further observations on the effect of

meckhanical injury on water uptake and germination in different
pure lines. Bot K Gaz ,149:419-424.
RANDI A .M. & FELIPPE.G. M. 1981, Efeito da temperatura, luz e

reguladores de crescimento na germinag3c de Stevia rebaudiana

Bert . Ciéenc. Cult.,, 33(3):404-411%.

RALEIGH,G.J., 193¢. Chemical conditions in maturation, dormancy
and germination of seeds of Bymnocladus digica. Bot. Gaz. .,
8%2:273-2%94.

RAWLINS, T . E. & TAKAHASH, W.N., 1952. Technics plant histochemistry

and virology. The National Press. '"Milbrew, California. 125pp.
REEVES,R.G. & VALLE,C.C. Anatomy and microchemistry of the cotton

seed. Bot. Baz. 23:259-277.

REITH,J.F ., 1971 Properties of bixin and norbixin and the

composition of annatto extracts. J. Food Sci. 36:861-844.

RIVERA,D.I. & FLORES,E. M., 1983. Estructura 4 germinacicon de las

semilias de Biwxa grellana L. (achiote). Revta Biol. Trop., 3i:

193-200.
ROBERTS,E.H., 1973. Predicting the storage life of seeds. Seed

Sci. Technol. 1:499-514.



L el

ROBERTS,E.H. & ELLIS,R.H. 1989. Water and seed survival. Ann.
Bot . ,63:39-52
RODRIGUEZ,R.G. & ENRIQUEZ,.B.A., 198B3. In: CATIE, Aspetos del

cultivo y desaroilo del achiote Bixa orellana. Costa Rica.

58-76.

ROLSTSN,MvP‘, 1778. Water impermeable seed dormancy. Bot. Rev.,
44:365-3%96.

ROSENBERG,L . A. & RINNE,R.W., 1¥86. Moisture loss as a

prerequisite for seedling growth in souybean seeds (Glucine max

L.omerr.) J. Exp. Bot . , 37.1663-1674.

SANTOS,D.S.B. & PEREIRA,M.F.A. 198B7. Germinacio de sementes de

dois cultivares de beterraba agucareira: Efeito de luz e

temperatura. Revta bras. Bot., 10:15-20.

SANTOS,D.S.B. & PEREIRA,M.F.A. 198%9. Restrictions of the tegument
te the germination of Beta wvulgaris L. seeds. Seed 5ci &
iggﬁﬂgl, 17-601~641.

SCOTT,F .M., BYSTROM,B.G. & BOWLER,E. 1962. Lercidium Ffloridum

seed coat, light and electron microscopic study. Am. J.  Bot
49.821-833.

SHAYAKEWICH,C . F. & WILLIAMS,J., 1971, Resistance to water
absorption in germinating rapessed (Brassica papus L.) J. Exp.

Bot., 70:19-24.

SIMON,E.W., 1974. Phospholipids and plant membrane permeability.
New Phutol., 73:777. |

SIMON,E W., MINCHIN,A., McMENEMIN,M.M. & SMITH,J. M., 1974. The

low temperature 1limit for seed germination. HNew Phustol ,




77:301-31t.

SOUZA,R.P., 19%0. Fotocontrole da germinag8o de sementes de
Impatiens wallerana HOOK. . f. Tese dee Mestrado. Universidadé
Estadual de Campinas. 154pp.

TOOLE,V . K., 1973. Effects of 1l1ight, temperature and their

interactions on germination of seed. Seed Sci. Technol.

1:38%9-3%946.

TRIVEDI,B.S., BAGCHI,G.D. & BAJPAIL,U. 1979. Scanning electron

microscopic studies on spermoderm of some Mimosoideae
{leguminosae). Phytomorphelogy 29: 211218,
UDBENFRIEND,S., 1962. Fluorescencs

Academic Press, New Yofk. 5@5pp .

VALENTI.G.S., MODENESI,P., ROTI-MICHELLOZZI,G. & BEVILACQUA,L.
1984. Structural and histochemical characters of the Prosopis
tamarugo Phil. Seed coat in relation to its hardness. Acta Bot.
ﬂgégl* 239:475-487 .

VENTURELLI, M. & BOMTEMPI Jr.,N. 198%. Ovule ontogeny and seed
coat development 1in Antonia ovata Pohl (Logoniaceae). Reyta
bras, Bot , i2:11-16.

VERTUCCI,C . W., 1989 . The effects of low water contents on

phisiological activities of seeds. Phisiol. Plant , 77:172~176.
VIDAL,B.C., 197@0. Dichroism in collagsen bundles stained with

wylidine Ponceau 2R. Anp. Histochim. , 15.289-296.

yipgat ,B.C., f???. Acid glycosaminoglivycans and  endochondral

cossification: microespectrophotometric evaluation and

macromolecular orientation. Cell Mol K Biol K 22:45-44.




ige

VIDAL,B.C., 1987. Métodos em biologia celular. In: VIDAL,B.C. &
MELLO,M.L.S. (ed). Bioplpgia Celular. Atheneu, Rio de Janeiro.
pp.5-39.

VILLAR,M.L.D., 19B2. Germinaclo de Datura stramonium L. Tese de
Mestrado. Universidade estadual de Campinas. 95pp.

WaLBOT, V., CLUTTER,M. & SUSSEX, M., i97¢2. Reproductive

deve}oﬁﬁent and embryogeny in Phaseolus. Phytomorphology,
22:59-48.
WASHITANI,I ., 1988 . Effects of high temperatures on the

permeability and germinability of the hard seeds of Rhus
davanica L. Ann. Bot., 42:13-16.

WELBAUM,B.E & BRADFORD, K.J., 1989. HWater vrelations of seed
development and germination in muskmelon (Cucumis melo L.). J.
Exp. Bot , A4@:1355-1362.

WEST, S.H. & MAROUSBKY, 198%. Mechanism of dormancy in Pensacola

Bahiagrass. Crop Sci ., 29:789-791.




