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RESUMO

O estudo da biologia reprodutiva e a conservagdo de
sementes de espécies nativas ainda representam um desafio, ja que
os principais trabalhos sdo realizados com espécies exoéticas e de
importancia agrondmica. A producdo de sementes ¢ uma
importante etapa na vida vegetal, que se inicia com a embriogénese
seguida pelo desenvolvimento dos tecidos nutritivos e de protecéo.
Este processo ¢ complexo e altamente coordenado, o qual pode ser
dividido em diferentes fases progressivas consistindo em: (1)
embriogénese, (2) maturagdo do embrido e (3) dessecacdo, sendo
esta ultima a fase em que as sementes atingem a maturagdo
fisiologica. A compreensdo destas fases é importante para o manejo
da espécie permitindo por exemplo, determinar o melhor periodo
em que as sementes apresentam a qualidade maxima de vigor e
viabilidade. O objetivo deste trabalho foi caracterizar o
desenvolvimento e a formacdo das cipselas de 7. catharinensis
Cabrera incluindo parametros morfofisiologicos, perfil de
proteinas e a analise de poliaminas. No capitulo 1, foram descritos
a morfologia eo desenvolvimento do 6vulo maduro e do ovério, a
embriogénese ea organizacdo morfoldgica e ultraestrutural da
cipsela madura de 7. catharinensis utilizando microscopia optica e
eletronica. Foi observado que apds a antese o ovario apresenta trés
regides diferenciadas: epiderme externa com tricomas glandulares
e tectores. Dentro do ovario, observou-se um 6vulo maduro tnico
onde foi observado o integumento, o endotélio ea zona
periendotelial com células de paredes celulares espessos € com
reagdo positiva do Azul de Toluidina (ATO) e Acido Periédico de
Schiff (PAS). O saco embrionario ¢ de tipo poligonal o qual
presenta a célula ovo, a célula central, trés antipodas no polo da
chalaza e duas sinergidas no polo micropilar. O desenvolvimento
completo do fruto de T. catharinensis ocorreu 21 DAP. Durante a
embriogénese foi observado os estadios de desenvolvimento de
pré-embrido, globular, coracdo, pré-cotiledonar e cotiledonar.
Durante o desenvolvimento do embrido, o ovario sofre
modificagdo formando o pericapo. O exocarpo (epiderme externa
do ovéario) ¢ observado com uma unica camada celular, o
mesocarpo (mesofilo) e o endocarpo (epiderme interna)
colapsaram durante o desenvolvimento. O tegumento da semente
¢ formado pela epiderme externa do 6vulo. No capitulo 2, foi



avaliado os aspectos fisiologicos durante a maturagdo, coleta e o
armazenamento das cipselas de 7. catharinensis mediante testes de
vigor e viabilidade, da analise morfohistoquimica e bioquimica.
Foram utilizadas neste trabalho sementes de 7. catharinensis
coletadas aderidas na inflorescéncia e dispersas no ambiente em
dois anos distintos, 2014 ¢ 2015. Os resultados obtidos mostraram
que as sementes s apresentaram elevados valores de vigor e
viabilidade nos eventos reprodutivos analisado. O teste de
tetrazolio foi eficiente como indicador de viabilidade nas sementes
de T catharinensis corroborando com os dados do teste de
germinacdo. Foi observado que as sementes aderidas ja atingiram
a maturidade fisiologica e podem ser coletadas antes da dispersao.
Ainda identificamos que as sementes toleram o armazenamento a
+4°C por um periodo de um ano sem perda do vigor e viabilidade.
Em relacdo as andlises bioquimicos foi observado a tolerancia ao
armazenamento estd associada a proteinas de tolerancia como as
deidrinas e ao contetido de poliaminas especialmente a Putrescina
(Put)

Palavras-chaves: Semente, Cipselas, Embriogénese, Vigor,
Viabilidade, Proteinas, Poliamidas.



ABSTRACT

The study of reproductive biology and seed conservation of
native species still represent a challenge, since the majority of
studies is done with exotic species and of agronomic importance.
Seed production is an important stage in plant life, starting with the
embryogenesis followed by the development of nutrition and coat
tissues. This process is complex and highly coordinated, which can
be divided into different progressive stages consisting of: (1)
embryogenesis, (2) embryo maturation and (3) desiccation, the
latter being the phase in which the seeds reach the physiological
maturity. The understanding of these phases is important to the
management of the species, allowing, for example, to determine
the best period in which the seeds present the maximum quality of
vigor and viability. The objective of this work was to characterize
the development and formation of T. catharinensis Cabrera
cipselas including morphophysiological parameters, protein
profile and polyamine analysis. In Chapter 1, the morphology and
development of the mature ovule and ovary, the embryogenesis
and the morphological and ultrastructural organization of the
mature cypsela (seed) of T. catharinensis were described using
optical and electron microscopy. It was observed that after the
anthesis the ovary presents three differentiated regions: external
epidermis with glandular trichomes and tectores. Within the ovary,
a single mature ovule was observed where the integument, the
endothelium and the periendothelial zone were observed, with
thick cell walls and with a positive reaction of TB-O and PAS. The
embryonic sac is of polygonal type which presents the egg cell, the
central cell, three antipodes at the pole of the chalaza and two
synergates at the micropillar pole. The complete development of
the T catharinensis fruit occurred 21 DAP. During embryogenesis,
the development of the stages pro-embryo, globular, heart, pre-
cotyledonary and cotyledonary were observed. During the
development of the embryo, the ovary undergoes modification
forming the pericarp. The exocarp (external ovary epidermis) is
observed with a single cell layer, the mesocarp (mesophyll) and the
endocarp (internal epidermis) collapse during development. The
integument of the seed is formed by the external epidermis of the
ovule. In Chapter 2, the physiological aspects during maturation,



harvesting and storage of 7. catharinensis cipselas (seeds) were
evaluated through vigor and viability tests, morphohistochemical
and biochemical analysis. Seeds of 7. catharinensis were collected,
adhered to the inflorescence and dispersed in the environment in
two distinct years, 2014 and 2015. The results showed that the
seeds had high values of vigor and viability in the reproductive
events analyzed. The tetrazolium test was efficient as an indicator
of viability in the seeds of 7. catharinensis corroborating with the
germination test data. It was observed that the adhered seeds
already reached the physiological maturity and can be collected
before dispersion. We further identified that seeds tolerate storage
at+ 4 ° C for a period of one year without loss of vigor and viability.
In relation to the biochemical analyzes it was observed the
tolerance to storage is associated to tolerance proteins like the
dehydrins and to the content of polyamines especially Putrescin
(Put).

Keywords: Seeds, Cypselae,

Semente, Cipselas, Embryogenesis, Vigor, Viabilite, Proteins,
Polyamines.
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double stained CBB+PAS (h). a. Pro-embryo (e) with 3-cells and
surrounded nuclear endosperm (ed). Details the periendothelial
zone (pe), endothelium ,integument cells (in). b. Pro-embryo (e)
with 4-cells and the endosperm with 7-cells, endothelium with
increment cell in the chalaza region and the periendothelial zone



(pe). c. Globular embryo (ge) stage with suspensor (s) in the
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cell (wc) PAS positive. In the cotyledons cells showed bundle
vascular (vb) in direction the shoot apical meristem (sam) and root
apical meristem (ram), surrounded the embryo is observed the
protoderme (e). i. Details the outer epidermiswith elongate cells
(oe), showed collapse cellular (star). Bars:a-c,h 20um, d-g,i 80 um
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cell (ex). Apical region of the embryo showing the shoot apical
meristem (sam), root apical meristem (ram), procambium (pc) and
the root cap (star). c. Details the cell of the shoot apical meristem
(sam) and procambium. d. Details of the cell the root apical
meristem (ram), procambium and the root cap (star). e-g. Details
of the cotyledons cells (c) showing the vascular bundle (vb) and
vacuoles CBB positive showed proteins of reserve (v). Bars: a-b
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central nucleus (n) with two nucleoli (nu), heterochromatin (he)
and euchromatin (eu). Proteins bodies (pb) and lipid bodies (Ib). b.
Cotyledons cells showing one nucleus (n) with nucleoli (nu) and
hetrochromatin (he). Abundant Proteins bodies (pb), surrounded



for lipid bodies (Ib). c. Details of ;proteins bodies (pb) with
granular matrix cellular and lipid bodies (Ib). d-f. Details of the
vacuoles (v) engulfed vesicles and portions of cytoplasm.
Endoplasmic reticle (re) associated a vacuoles, Mitochondria (m)
and Golgi bodies (g). Bars: a lum, b 2pm, c-d 0,5um, e-f
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA
1.1. REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1.1. TImportancia de Trichocline catharinensis (Cabrera)

A Asteraceae ¢ uma das principais familias de plantas com
flores dentre as Angiospermas por apresentar o maior nimero de
espécies descritas e aceitas até 0 momento. Estimativas mostram
que apesar das 24.000 espécies ja descritas, pode existir
aproximadamente 30.000 distribuidas 1600 - 1700 géneros (Funk
et al, 2009). Devido a seu extraordinario poder de adaptacdo
ambiental, essas espécies podem ser encontradas nos mais diversos
habitats e em variadas condi¢cdes climaticas, desde regides
tropicais, subtropicais até temperadas (Mondin, 2006). A grande
distribui¢do deve-se principalmente a sua grande capacidade de
dispersdo devido a presenga de sementes com papus plumosos,
apéndices e estruturas de aderéncia (Venable & Levin, 1983). A
familia conta atualmente com 12 subfamilias e 43 tribos
reconhecidas (Funk et al., 2009), sendo a tribo Mutisieae a mais
representativa, constituida por 43 géneros e 500 espécies
predominantemente sul-americanas com representantes na
América Central, Asia, Africa e Australia (Katinas et al., 2008). A
tribo passou por diversas mudancas em sua classificagdo, tendo
como caracteristicas predominantes sua corola bilabiada e anteras
caudadas em forma de estilete (Cabrera, 1977). O género
Trichocline ¢ um dos representantes da tribo na América do sul.
Caracterizam-se principalmente por apresentar cipselas truncadas
no apice, tricomas 2-4 seriados densamente agrupados ou
esparsamente distribuidos (Cabrera, 1977; Pasini & Ritter, 2012).

O género compreende 22 espécies com distribui¢do desde o
sul do Peru até a regido central da Argentina e Chile (Katinas et al.,
2008), com excecdo de uma espécie disjunta ocorrente no oeste da
Australia (Zardini, 1975). No Brasil ocorrem oito espécies do
género (Zardini, 1975; Mondin, 1996; Monge, 2012), em
ambientes campestres, ou transicionais entre campo ¢ floresta. Seis
espécies do género foram registradas para a Regido do Rio Grande
do Sul (Pasini & Ritter, 2012).

Trichocline catharinensis (Cabrera) é conhecida como
cravo-do-campo, espécie nativa, rastica e adaptada as condigdes
ambientais do sul do Brasil, distribuida nos estados de Parana,
Santa Catarina e Rio Grande do Sul. As caracteristicas
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morfologicas da espécie, especialmente das flores, justificam seu
potencial como planta ornamental, tornando-se uma planta de
interesse econdmico para a Regido (Pasini & Ritter, 2012). A
espécie também apresenta tolerancia a pragas e doengas. Sugere-
se que € possivel a utilizagdo dessa espécie no paisagismo, em
bordaduras e forracdes, devido a boa cobertura de solo e em
decorréncia do vigoroso crescimento foliar (Cardoso et al., 2007).
E considerada uma espécie endémica dos campos de altitude do sul
do Brasil (Zaninet al., 2009; Buckup, 2010; Monge, 2012; Cabrera
& Klein, 1973). As fitofisionomias vegetacionais que a espécie
habita encontram-se atualmente ameagadas, devido ao cultivo de
espécies exoticas, pratica de queimadas, presenca intensiva de
gado além da coleta de material in situ para fins medicinais (Zanin
et al., 2009). Devido a este cenario atualmente esta espécie esta
classificada como espécie vulneravel de acordo a lista de espécies
da flora ameacada de extin¢do no estado do Rio Grande do Sul
(2014).

1.1.2. Morfofisiologia do desenvolvimento de sementes

A morfologia e a dindmica fisioldgica das sementes sdo
caracteristicas importantes para compreender o padrio de
distribui¢do sazonal e espacial das espécies (Imbert, 2002). Estas
caracteristicas também sdo importantes para o estabelecimento de
condi¢des de armazenamento eficiente, sem causar danos a
qualidade fisiologica e ao sucesso da propagacdo da espécie
(Scalon et al., 2012). De acordo com Nambara & Nonogaki (2012)
os estudos que visam aprimorar conhecimentos sobre o
desenvolvimento da semente ¢ a sua composi¢do quimica sdo
passos essenciais para garantir o estabelecimento de estratégias de
conservagdo de sementes. Ainda ¢ importante considerar que a
longevidade das sementes ¢ determinada pelo seu potencial
genético e fisioldgico e qualquer deterioracdo ocorrida antes ou
durante o armazenamento, bem como a interagdo com fatores
ambientais podem reduzir a viabilidade e a conservagdo ex situ
(Floriano, 2004; Walters et al., 2005). Também ¢ importante
conhecer as diferentes fases do desenvolvimento da semente, os
mecanismos de dorméncia e germinagdo, bem como as proteinas
acumuladas as quais fornecem informagdes valiosas sobre a
bioquimica de tais processos (Nambara & Nonogaki, 2012).



21

Considerando o mencionado, estudos com a espécie T
catharinensis podem gerar dados inéditos e tuteis da biologia do
desenvolvimento das sementes desta espécie e seu comportamento,
assim como o conhecimento dos estagios iniciais do
desenvolvimento vegetal, permitindo estimar as influéncias dos
fatores bioticos e abioticos envolvidos no processo da germinagéo
(Baskin & Baskin, 1998). O estudo da fisiologia de sementes para
esta espécie representa um desafio ja que, pouco se conhece sobre
os aspectos do desenvolvimento, maturagdo, longevidade,
germinacao, assim como a biologia reprodutiva.

1.1.3. Proteinas em sementes

O desenvolvimento da semente estd marcado por eventos
morfolégicos e fisiologicos especificos, o qual esta dividido
convenientemente em trés fases confluentes (Ferreira & Borguetti
2004). A primeira fase é caracterizada pelo crescimento inicial
devido a divisdo celular e a um aumento rapido no peso fresco da
semente inteira e no conteudo de agua; a histodiferenciacdo e a
morfogénese da semente acontecem a medida que o zigoto se
submete a divisGes mitoticas extensivas, € as células resultantes se
diferenciam para dar forma ao plano basico do corpo do embrido.
Simultaneamente, hd a formag¢do do endosperma (Castro et al.
2004; Bove et al. 2001; Ferreira & Borguetti 2004).

Depois disso ha uma fase de maturagdo, na qual a semente
aumenta de tamanho devido, principalmente, a expansdo das
células e a deposicdo de reservas (normalmente proteinas junto
com lipideos ou carboidratos) inicialmente nos tecidos de
armazenamento (nos cotilédones, no endosperma). Durante essa
fase, os vacliolos diminuem de tamanho a medida que os
compostos de armazenamento se acumulam e o0 peso aumenta.
Finalmente, o desenvolvimento da maioria das sementes termina
com uma fase pré-programada da secagem de maturacdo ou
dessecagdo, essas sementes sdo chamadas ortodoxas por que se
submetem algum grau de secagem ¢ aquelas que ndo passam por
este processo sdo chamadas de recalcitrantes (Bove et al. 2001;
Castro et al. 2004; Ferreira & Borguetti 2004). No caso das
sementes ortodoxas este processo ¢ seguido pelo acumulo de agua
e reinicio do metabolismo e consequentemente a germinagao.

O desenvolvimento das sementes recalcitrantes difere das
sementes ortodoxas por ndo apresentar a fase de desidratagdo
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(Farrant et al.1988), ou seja, no ponto de maturidade fisioldgica
ocorre um declinio do teor de a4gua das sementes, sendo, entretanto,
nao significativo quando comparado a fase de desidratacdo,
propriamente dita, das sementes ortodoxas (Kikuti 2000). A
auséncia de tolerancia a desidratacdo ¢ uma desvantagem em
termos de adaptagdo das sementes limitando a viabilidade em
condi¢des ambientais severas e em longos periodos de
armazenamento.

No desenvolvimento fisioldgico das sementes ortodoxas,
durante a fase da desidrata¢do, ocorre a redugdo gradual do
metabolismo, tornando o embrido metabolicamente inativo ou
quiescente (Kermode et al. 1989). J4 em sementes recalcitrantes
diferentes estratégias de armazenamento precisam ser adotadas
visando conservac¢do das sementes por maiores periodos, uma vez
que estas ndo toleram a desidratagao.

Deidrinas sdo uma classe de proteinas descritas como LEA
(Late Embryogenesis Abundant) e tem sido associada a aquisi¢do
de tolerancia a dessecacdo em sementes em desenvolvimento
(Bewley & Black, 1994). Estas proteinas sdo acumuladas ao longo
do ultimo estadio da maturagdo das sementes, quando o embrido
adquire tolerancia a dessecacdo ou quando ocorre algum déficit de
agua durante o ciclo de vida da planta. Tal fato sugere que elas
atuem como proteinas protetoras quando ocorre alguma limitagao
na quantidade de agua disponivel nas sementes (Garay-Arroyo et
al., 2000; Hoekstra et al., 2001). De acordo com Kermode (1997),
a sintese de deidrinas faz parte do programa de desenvolvimento
de sementes ortodoxas. Carjuza et al. (2008) estudaram diferentes
deidrinas nas sementes ortodoxas de duas cultivares de quinoa
(Chenopodium quinoa Willd.). Os resultados das analises de
Western Blot das proteinas revelaram muitas bandas de deidrinas
(30, 32,50 ¢ 55 kDa, 28, 34, 38 ¢ 40 kDa), dependendo do cultivar
e local de cultivo. Neste mesmo trabalho, as analises de
imunolocalizagdo in situ detectaram a presenga de deidrinas em
ambos cultivares, em todos os tecidos de eixo e cotilédones,
principalmente na membrana plasmatica e corpos proteicos.
Deidrinas também foram isoladas e purificadas em sementes de
milho (Campbell et al., 1998), vigna (Ismail et al., 1999) e
plantulas de aveia e milho (Close et al., 1989).

No entanto, deidrinas também foram localizadas em
sementes recalcitrantes de Araucaria angustifolia (Farrant et al.,
1996; Farias-Soares et al., 2013), e Catanospermus australe, uma
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espécie tropical recalcitrante, quando esta foi cultivada em clima
temperado (Farrant et al., 1996). J& em Euterpe edulis a
recalcitrancia das sementes foi associada a baixa sintese e acimulo
de deidrinas (Panza et al., 2007). Estes estudos tém confirmado que
as deidrinas sdo acumuladas durante a dessecacgdo das sementes e
também em respostas ao déficit de agua induzido pela seca, baixas
temperaturas ou salinidade (Karlson et al., 2003a, 2003b). Para as
sementes de 1. catharinensis ndo ha registro na literatura de
estudos sobre a caracterizagdo protéica das sementes, neste sentido
o estudo detalhado do perfil de acimulo de proteinas deidrinas
durante os estadios de desenvolvimento de sementes de T.
catharinensis pode ajudar a elucidar os padroes para a
determinacdo de classificagdo das sementes em recalcitrantes ou
ortodoxas. Estas proteinas sdo fisiologicamente importantes para
conhecer os processos dindamicos de maturagdo de embrides
zigbdticos e das sementes. Estes estudos geram subsidios que
podem ser empregados para aprimorar técnicas de uso e
conservacao desta espécie incluindo armazenamento ¢ a tolerancia
a dessecagdo, uma caracteristica conferida pelas deidrinas.

1.1.4. Poliaminas

As poliaminas (PAs), Putrescina (Put), Espermidina (Spd)
e Espermina (Spm) sdo pequenos compostos organicos (Hussain et
al., 2011; Anwar et al., 2015) policationicos de baixo peso
molecular os quais sdo encontados em varios organismos Vvivos,
incluindo as plantas. (Martin-Tanguy, 2001); sua natureza
policationica facilita sua interacdo eletrostaticas com
macromoléculas tais como DNA, RNA, fosfolipidios, assim como
componentes da parede celular e proteinas (Wallace et al., 2003;
Baron & Stasolla, 2008). As PAs sdo sintetizadas através da
descarboxilagdo de aminoacidos. Os aminoacidos arginina e
ornitina sdo precursores da putrescina. A espermidina ¢é sintetizada
a partir da putrescina e a espermina a partir de espermidina com S-
adenosilmetionina na presenca de spermina sintase (Kakkar et al.,
2000; Urano et al., 2003; Podwyszynska et al., 2015).

As PAs podem ocorrer de forma livre (PAs solaveis),
conjugadas a compostos de baixo peso molecular (PAs soluveis em
acido) ou ligadas a macromoléculas (PAs insoliiveis em acido)
(Urano et al, 2003). Em plantas as PAs sdo encontradas
principalmente em tecidos que crescem ativamente, sendo
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consideradas reguladoras de crescimento que influenciam varios
processos fisiologicos e de desenvolvimento (Kaur-Sawhney et al.,
2003; Kosson & Prange 2005; Hussain et al., 2011; Anwar et al.
2015). Essas moléculas estdo envolvidas na divisdo celular,
embriogénese somatica, crescimento radicular, desenvolvimento
de tubérculos, senescéncia e resposta das plantas a tolerancia ao
estresse abiotico e bidtico (Podwyszynska et al., 2015).

A fungdo exata das poliaminas em plantas e sementes
ainda permanece desconhecida (Podwyszynska et al., 2015). Nas
sementes as PAs sdo produzidas no embrido e desempenham
papéis importantes durante o desenvolvimento e crescimento
(Urano et al., 2005). Essas moléculas possuem papel na fase de
maturagdo em resposta ao processo de tolerancia a dessecagdo e na
tolerancia a elevada salinidade (Urano et al., 2005), atuando como
sinais celulares com algumas vias hormonais, incluindo a
regulacdo do 4cido abscisico (ABA) durante as respostas de
estresse abiotico (Alcazar et al., 2010).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Caracterizar os aspectos morfofisioliogicos, perfil de
proteinas e a andalise de poliaminas durante o desenvolvimento de
cipselas de Trichocline catharinensis Cabrera, visando gerar
subsidios para o uso econservacdo desta espécie.

2.2. Objetivos Especificos

Estudar e caracterizar os aspectos morfoanatdmicos e
ultraestruturais do évulo e ovario maduro e do desenvolvimento
das cipselas assim como da organizagdo celular dos meristemas e
cotilédones do embrido de 7. catharinensis

Determinar o ponto de coleta e a tolerancia a
armazenamento das cipselas de 7. catharinensis com base em
andlises fisioldgicas de vigor e viabilidade e da caracterizagdo
anatomica e bioquimica

Esta dissertagdo foi organizada em dois capitulos os quais
refletem cada um dos objetivos especificos estipulados.
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CAPITULO 1

ANATOMICAL AND ULTRASTRUCTURAL
ANALYSIS OF THE FLORETS STRUCTURE, CYPSELA
AND EMBRYO DEVELOPMENT OF THE
THREATENED AND ENDEMIC SPECIES Trichocline
catharinensis FROM BRAZIL.
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ABSTRACT

Trichocline catharinensis is one species of the basal tribe Mutisicae
(Asteraceae) with showy and attractive inflorescences as a
characteristic ornamental plant. This species is considered endemic
to the Atlantic rainforest biome of South Brazil and due to antropic
action was considered in vulnerable situation. In the present study,
we documented the characteristics of the mature ovule, embryo
development and the morphological events during fruit (cypsela)
formation as well ultrastructural organization of T. catharinensis
seed. T. catharinensis inflorescence was observed as a solitary
capitulum with inferior, unilocular, syncarpous and bicarpelar
ovary that present three differentiated regions: outer epidermis
with glandular and tector trichomes, the middle region with
presence of the schizogenous space and the inner epidermis. Inside
the ovary, it was observed a single, anatropous, unitegmic and
tenuinucellate mature ovule. In the integument, the mature ovule
observed the endothelium and the periendothelial zone with thick
cell walls and with TB-O and PAS positive reaction. The embryo
sac is polygonum type and we observed the central cell, in the
chalaza region three antipodals cells, and in the micropyle region
two synergids and the egg cells. The cypsela development in T.
catharinensis is complete in 21 DAP, starting with the first cell
division of embryo followed by a series of developmental stages:
pro-embryo, globular, heart, pre-cotiledonary and cotyledonary.
During the development, the ovary suffers modification forming
the pericap. The exocarp (outer epidermis ovary) is observed with
a single cell layer, and the mesocarp (mesophyll) and the endocarp
(inner epidermis) collapsed during the development. The seed coat
is formed by the ovule with exotesta (outer epidermis ovule)
conformed by parenchyma in palisade cells (macrosclereids) with
lignificated cell wall. The mesotesta (integument cells) and the
endotesta (endothelium) collapsed by the increment in size of the
embryo during the development. The nutritive tissue
(periendothelial zone and endothelium) showed abundant
liquefaction and degradation of the cells during the embryogenesis,
which suggests that this structure is for embryo nutrition. T.
catharinensis present proteins as reserve storage, which was
confirmed in MET analysis of cotyledons, being observed
abundant proteins bodies surrounded by lipid bodies. Additionally,
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in the characterization of the meristem cells is observed a large
central nucleus with distinguishing heterochromatin and
euchromatin and two nucleoli. The cell wall with plasmodesmata
and several lipid bodies associated to the plasmatic membrane.
Abundant proteins bodies in the cytoplasm surrounded of lipids
bodies.

Keywords: Ovary. Ovule. Embryogenesis. Meristem cells.
Proteins bodies. Cypsela. Asteraceae.
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3.1. INTRODUCTION

In angiosperms, seeds production is an important step of
plant life and the embryogenesis initiates with the double
fertilization, followed by the development of a seed covering by a
coat tissue (or testa) derived from the ovule wall (Radchuk and
Borisjuk 2014). This is a complex process and highly coordinated,
divided in different phases that occur in progression and regulated
for genetic mechanism and physiological pathways in response to
environmental signals (Jimenez-Lopez et al. 2015). The
progressive phases comprise: i) embryogenesis, where the body
plan is established from a single-celled zygote and posterior
differentiation of the shoot meristem (SAM), root meristem
(RAM), cotyledons and hypocotyl ii) embryo maturation phase, in
which storage organs like the cotyledons expand concomitantly
with the deposition of storage compounds; iii) desiccation phase,
generally marks the cessation of reserve synthesis and gradual
reduction in metabolism with repression of germination. In this
phase seeds are physiologically mature and the embryo has become
tolerant to desiccation (West and Harada, 1993; Goldberg et al.
1994; von Arnold 2002; Brocard-Gifford et al. 2003; Weigel and
Jirgens 2002; Zhang and Laux 2011). However, the double
fertilization in angiosperms leads not only to the commencement
of embryogenesis, but also to the differentiation of the surrounding
ovule integuments (Western 2012) and of the complex structure of
the ovary (Dinneny and Yanofsky 2004).The ovule plays an
essential role in the different types of reproduction of angiosperms
(Endress 2011; Musial et al. 2013). Angiosperm ovules are diverse
in their position in the ovary, nucellus thickness, number and
thickness of integuments, degree and curvature direction,
formation of micropyle, funiculus length, degree of vascularization
and histological differentiation (e.g. hypostase, postament and
endothecium) (Endress 2011). In Asteraceae family, the structure
of the ovule is widely studied among few taxa, especially the
histological differentiation of the periendothelial zone; which is an
internal part of the integument behind the endothelium (Koltunow
et al. 1998; Figueiredo et al. 2006; Koscinska-Pajak, 2006; Musiat
etal. 2013; Kolczyk et al. 2014; Ptachno et al. 2015; Kolczyk et al.
2016). The modification in this structure was differentiated by
three type of the ovule for Kolczyk et al. (2014) “Taraxacum”,
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“Galinsoga” and “Ratibida”. The periendothelial zone together
with the endothelium was described with probably nutritional role
of the mature embryo sac and embryo development (Koltunow et
al. 1998; Musial and Koscinska-Pajak 2013; Kolckzyk et al. 2014;
Plachno et al. 2016a). Also, in Asteraceae family was observed the
liquefying and degradation of the integument tissue of the ovule to
form a cavity that does allow the growing of the embryo (Cooper
and Brink 1949; Figueredo 2006; Julio and Oliveira 2009; Musial
etal. 2013; Kolczyk et al. 2014; Frangiote-Pallone and Souza 2014;
Batista 2015; Plachno et al. 2016a; kolczyck et al. 2016).
Sometimes, in the angiosperms the structure of the ovule suffer
changes in the coat including specializations to enable protection
of the embryo (polymers such as lignin or suberinas) well as to
facilitate dispersal and eventual germination (Western 2012).
However, the outermost inner in some species of the Asteraceae
family suffer thickening of the wall and it transformed itself into
the testa (Frangiote-Pollone and Souza 2014; Batista et al. 2015).

Usually, the pericarp in angiosperm is derived from the
ovary and during fruit maturation several changes in histology
occur where the diverse function is granted mainly those described
for the seed coat. The pericarp can be developed by a diversity of
fruit morphologies, including those that facilitate dispersal and
inhibit seed germination (Eriksson 2008; Eriksson et al. 2000).
Depending on the species, the fruit can be dehisce or indehiscent
and act as the dispersal unit (Cousens et al. 2010; Mamut et al
2014). The fruits dispersion can be promoted by bracteoles (Ungar
and Khan 2001), pappus (Bartle et al. 2013), hooks (Sorensen
1986), spines (Gutterman 2002), mucilaginous layer (Huang 2000)
and hairs (Seiwa et al. 2008). (Mamut et al 2014). The indehiscent
fruit with cellular collapse of the ovary tissue is described for the
family Asteraceae gives lightness during the dispersion. The
pappus, trichome and hairs have also been reported in the
Asteraceae family and are related with Anemocoric dispersion
described for the family (Martins and Oliveira 2007; Julio and
Oliveira 2009; Galastri and Oliveira 2010; Marzinek and Oliveira
2010; Frangiote-Pollone and Souza 2014).

Take in account that the use of native plant genetic resources
should be a strategy to improve the specie and ecosystem
conservation, studies of the reproductive events should provide
some scientific basis for further works of seed conservation and
crop of this endemic specie as well to understanding the Asteraceae
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abundancy family. Embryological value on the ontogenesis of
angiosperms is long admitted and embryological characters are
well documented in botanical literatures for many others species
of angiosperms and in Asteraceae is restricted for some members.
To the best of our knowledge, no embryological investigations
have been directed for tribe Mutiseiae and the studies on the
embryology of this genus still very limited. In this sense, the
present study was undertaken to fill up a part of the large gap in
our knowledge of the embryology development in 7. catharinensis.
We documented the histological characteristics of the mature ovule
and described the embryo development and the morphological
events during this process until the formation of the mature cypsela
(seed). Cellular organization as well as the accumulation of storage
products of the mature embryo by ultraestructural analysis was
also documented. This work pinpoints the key histological events
during the cypsela (seed) development in order to provide
information that can be used as a reference for future work of
developmental biology and plant genetic conservation.

3.1. MATERIAL AND METHODS
3.1.1. Plant material

Inflorescences and infrutescences of 7. catharinensis at
different developmental stages were collected in November and
December in two natural populations, located in Curitibanos city
(960 m altitude, 27 19.975 south latitude and 50 34. 033 west
longitude) Santa Catarina State, Brazil. To the reproductive
developmental analysis tagged inflorescences were collected after
anthesis, as the initial point, until the mature fruit stage (0, 1, 3, 5,
7,16 and 21 days after anthesis (DAA)). The samples were keeping
at 25 °C for two days and then individualized and fixed to
microscopy analysis.

3.1.2. Light microscopy (LM)

The whole floret and fruit from different stages of
development was processed for LM and carried out according to
Schmidt et al. (2009). The samples were fixed in phosphate buffer
0.1 M (pH 7.2) containing 2.5 % formaldehyde overnight at room



38

temperature for 12 h. Subsequently, the samples were dehydrated
in an increasing series of ethanol aqueous solutions. Then, were
infiltrated with Historesin (Leica Historesin, Heidelberg, Germany)
semi-thin sections (3 um thick). Morphological characteristics and
to identify acid polysaccharides (Gordon and McCandless 1973),
section were stained with toluidine blue (TB-O) 0.5 %, pH 3.0
(Merck Darmstadt, Germany). Some of the sections were treated
with different histochemical techniques. Periodic acid-Schiff (PAS)
was used to identify neutral polysaccharides (Gahan 1984) and
Coomassie Brilliant Blue (CBB) 0.4 % in Clarke’s solution (Serva,
Heidelberg, Germany) to identify proteins (Gahan 1984; Schmidt
et al. 2010). Moreover, some of the sections were double-stained
with PAS + CBB (Schmidt et al. 2012). Controls consisted of
sections treated with the solutions without the staining component
(e.g., omission of periodic acid in the PAS reaction). LM sections
were analyzed in the Olympus BX 41 microscope equipped with
Image Q Capture Pro 5.1 Software (QImaging Corporation, Austin,
TX, USA).

3.1.3. Transmission electron microscopy (TEM)

The procedure for preparing samples for TEM was as
described earlier (Schmidt et al. 2009, Rogge-Renner et al. 2012).
For the electron microscopy studies of the apical and radicle
regions samples and cotyledons of the mature embryo stage
(approximately 2 mm long) were fixed in 0.1 M sodium cacodylate
buffer (pH 7.2) containing 4 % formaldehyde and 2.5 %
glutaraldehyde for 12 h. The material was post-fixed with 0.1 M
sodium cacodylate buffer containing 1 % osmium tetroxide for 4 h,
dehydrated in an increasing series of acetone aqueous solutions,
and then embedded in Spurr’s resin (Spurr 1969). Ultra-thin
sections (70 nm thick) were collected on grids and stained with
aqueous uranyl acetate followed by lead citrate. Two grids were
then examined in the JEM 1011 TEM (JEOL Ltd., Tokyo, Japan)
at 80 kV.
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3.2. RESULTS
3.2.1. Morphologic description of the florets

T catharinensis inflorescence was observed as a solitary
capitulum at the apex of the pedicel. In the anthesis was observed
the ray florets with the single petal in the periphery of the
inflorescence and the tubular florets gamopetalous in the middle
region (Figure la). Upon anthesis, it was observed that the
senescence process started with a gradual browning of the disk
florets (Figure 1b). The dispersion stage was characterized by the
infructescence with indehiscent mature fruit truncate at the base
(Figure 1c). The pappus showed bristles whitish and plumose in
upper part of obovate fruit (cypsela) (Figure 1d).

Figure 1. External Morphology of the inflorescence and infrutescence of
T. Catharinensis. a. Inflorescence at anthesis. b. Inflorescence showed
senescence of the structure of the florets. ¢. Infrutescence at dispersion
stage. d. Mature fruit (cypsela) showing bristles pappus.


https://www.google.com.br/search?rlz=1C1AVNG_enBR633BR633&q=infructescence&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwjN1ZGOmZDQAhVEI5AKHTSpCkcQvwUIGigA
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3.2.2. Characteristic the ovary, ovule and embryo sac mature

Florets of T. catharinensis showed an inferior (epigynous),
unilocular, syncarpous, bicarpelar ovary with basal placentation.
Inside of ovary tissue it was observed a single, asymmetric in the
base, anatropous, unitegmic, tenuinucellated and slightly
elongated mature ovule with short funiculus (Figure 2a). It was
observed in the upper part of ovary from central position to the
periphery pistils (pi), stamens (st) and the bristles (br) insertion
(Figure 2a). Each bristle was composed by elongated cell, highly
vacuolated with evident nuclei and with metachromatic reaction in
the basal cell (Figure 2b). Next to the carpels insertion the cells
were compacted and cubical shaped in the upper part (Figure 2b).
The histological analysis revealed an ovary with three
differentiated regions. The outer ovary epidermis was conformed
by uniseriate and vacuolated cells which showed a thick cell wall
with the presence of biseriated tector and glandular trichomes
(Figure 2c,e). In the middle ovary region (mesophyll), it was
observed a stratum of elongated cells and highly vacuolated what
forming schizogenous spaces (Figure 2d,e). Finally, the inner
ovary region showed the presence of uniseriated and elongated
longitudinally cells (Figure 2d,e). The cells from inner epidermis
and of the mesophyll layer showed PAS positive reaction indicate
the presence of the neutral polysaccharides (Figure 2d). Adjacent
to the inner layer of the ovary it was observed an outer epidermis
of the ovule (integument). The integument was composed by the
presence of uniseriated layer of elongated cells with dense
cytoplasm and evident nuclei (Figure 2d,e). However was
observed an inter layer space between the ovary and the ovule
(Figure 2d). In the integument parenchyma, the cells are small with
prominent nuclei (Figure 2e). The inner layer of the integument,
adjacent the endothelium, is denominated periendothelial zone,
composed of the cells arranged elongate longitudinally. The
positive reaction of this cells to PAS and TB-O indicates the
presence of insoluble polysaccharides neuters (Figure 2d) and
polysaccharides acids (Figure 2e) respectively. This cells are wider
in the chalaza region in comparison with the micropyla and the
material deposited in this region is rich in water insoluble
polysaccharides (PAS positive reaction) (Figure 2f). Inside the
periendothelial zone, there is the especial differentiated arranged
cells that are cubic, juxtaposed, with dense cytoplasm and evident
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nuclei, the material deposited in these cells are rich in proteins
(CBB positive reaction), which differ from the periendothelial cells
(Figure 2g). The innermost layer of the integument forms the
endothelium (integumental tapetum) and these cells are anticlinal
elongated with thickened walls and evident nuclei (Figure 2 h,i).
The mature embryo sac is polygonum type; it contains in the center
the central cell in direction of the chalaza pole, where observed
three antipodals cells (Figure 2h). In the micropyla pole was
observed the egg apparatus which conforms for two synergids and
the eggs cell (Figure 2i). The synergids in the pear shaped what
they extend deeply into the micropyle with the filiform apparatus
(Figure 21).
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Figure 2. Ligth microscopy analysis of the florets in 7. catharinensis
stained with TB-O (a,b,c,e,h,i), PAS (f,d) and CBB (g). a. Florets at
anthesis showed the inferior ovary (ova), the ovule (ov) with short funicle,
the micropilar region (mi) and the chalaza region (c/). In the upper part
of the ovary two carpels (c), the pistil (pi), stamens (sz) and the bristles
(br). b. Details the cell that meake up carpels(c), stamens (st), and
insertion bristles (br).c. detail of the tector (#2), glandular (#g) trichomes
and the schizogenous spaces (stars).d. Characteristic of the ovary regions,
showed the outer epidermis (oe), mesophyll region (me) with the
schizogenous spaces (stars) and the inner epidermis (ie). The ovule
showed the outer epidermis (arrow), integument (in), periendothelial zone
(pe), and podium (p). Into the ovary and ovule was observed interlayer
space (double arrow). e. Characteristic of the ovary showed outer
epidermis (oe), mesophyll region (me) and the inner epidermis (ie). The
ovule showed the outer epidermis (arrow), integument (in),
periendothelial zone (pe), and podium (p).f. Details of the cells of the
endothelium (e), podium and periedonthelial zone (pe).g. details the
podium cells (p).h,i. Details of the endothelium cell (e), surrounded the
embyo sac, containing the egg cell (ec), The synergids (s) and the
antipodals cells (a). Bars: a-g 20 pm, h-i 40 pm
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3.2.3. Cypsela (seed) development and embryogenesis

The initiation of cypsela (seed) development in T
catharinensis it was characterized by fecundation event, early
embryogenesis stages and ovule tissue modification. The most
significant event was observed in the innermost layer of the ovule,
where occurs the differentiation of the endothelium cells adjacent
to the periendothelial zone, in direction the chalaza (Figure 3a). In
this moment, one day after anthesis (DAA), it was observed a pro-
embryo with 3-cell; two apical and one elongated basal cell was
identified (Figure 3a). Surrounded to the pro-embryo was observed
the nuclear endosperm, with large vacuole and four nuclei; three in
the micropyla region and one in the chalaza region (Figure 3a).
After the division the apical cell, was observed the pro-embryo of
4-cells with evident and prominent nuclei (Figure 3b). In the
endosperms was observed seven nuclei and also cellular division
of endothelium in the chalaza region (Figure 3b). At 3 DAA, after
multiples anticlinal and periclinal divisions, the number of cells
increases to form the globular-shaped embryo. At this stage was
observed the presence of protoderme, characterized by an outer
layer cell with periclinal division (Figure 3c). It was observed the
establishment of the radial symmetry the axis and the elongate
suspensor cells fixed to the micropyla region (Figure 3¢). In this
phase the endosperm tissue showed a higher number of nuclei free
with positive reaction to TB-O indicate the presence of acid
polysaccharides (Figure 3c). This process was accompanied by
beginning disintegration of the all periendothelial zone and
endothelium layer, mainly in the micropyla pole (Figure 3c).
However, the endothelium layer, in the chalaza pole, showed
cellular division together with the embryo development (Figure 3c).
Moreover in this phase, it was observed the interconnection
between periendothelial zone and the upper part of endothelium
layer by an opening in chalaza pole, where the periendothelial cells
seem to dissipate (undergoes liquefaction) during embryo
development (Figure 3c). After globular stage, at 5 DAA, was
observed an embryo in the heart stage of development with the
visivel differentiation the polar domains, apical and basal (shoot
and root meristem) and the lateral domains with the initiation the
differentiation of the cotyledons primordia (Figure 3d). In this
embryo stage it was observed a consumption of all the tissue
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adjacent to the embryo. The periendothelial zone, endothelium
layer and remaining endosperm showed cellular dismantling,
however with structural organization. It means that endothelium
layer surrounded the embryo, like a delimitation cell layer and
receives the periendothelial cells dissipated suggesting embryo
nutrition (Figure 3d). The pre-cotyledonary embryo stage was
identified at 7 DAA, with bilateral symmetry and differentiation of
the protoderme, ground meristem and pro-cambium (Figure 3e). It
was observed the initiation of cotyledons enlargement and
hypocotyl region definition (Figure 3e). In this phase, similar to
the heart stage the cells group around to the embryo remains like a
nutrition source, however an interlayer space was observed
between endothelium and ovary tissue (Figure 3e). Also, the
integument parenchyma remains with the presence of vascular
bundles and the outer epidermis increases the cellular volume with
longitudinal shaped projection (Figure 3f). Moreover in this stage
was observed cellular collapse in the middle ovary region (Figure
31). Finally, in the last phases of embryo development, at 16 DAA;
a cotyledonary embryo was observed (Figure 3g). At this stage the
embryo consisted of a hypocotyl-radicle axis and two cotyledons;
in the axis, the root apical meristem (RAM) and the shoot apical
meristem (SAM) were distinguishable (Figure 3g). The
protoderme delimited the peripheral region of the embryo and the
cotyledons cells were vacuolated with one voluminous nucleus and
evident nucleoli (Figure 3h). In response to double staining
(CBB+PAS) was observed nuclei and in the cytoplasm of the
cotyledon cells, showing the vacuoles, where Proteins Bodies (PBs)
started to be distinguishable stained in blue. The wall cells of the
cotyledonary embryo showed pink color, which also indicate the
presence of neutral polysaccharides (Figure 3h). In this stage, it
was observed that the nutritional tissue around of the embryo was
reduced to the integument (parenchyma and outer epidermis ovule)
with thickened of epidermis cell wall (Figure 31).
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Figure 3. Ligth microscopy analysis of the fruits and seed development
of T catharinensis stained With TB-O (a-g,i) and double stained
CBB+PAS (h). a. Pro-embryo (e) with 3-cells and surrounded nuclear
endosperm (ed). Details the periendothelial zone (pe), endothelium (e),
integument cells (in). b. Pro-embryo (em) with 4-cells and the endosperm
(ed) with 7-cells, endothelium with increment cell in the chalaza region
and the periendothelial zone (pe). ¢. Globular embryo (em) stage with
suspensor (su) in the chalaza regions. The endosperm (ed) with higher free
nuclei. Desintegration of the periendothelial zone (pe). Endothelium (e)
with cellular division in the chalaza pole. d. Heart embryo (em) stage.
Endothelium (e) layer surrounded the embryo and remaining endosperm
(ed) showing cellular dismantling. e-f. The pre-cotyledonary embryo (em)
stage. Details the endothelium (e), periendothelial zone (pe) and
endosperm. (ed). Integument cell (in) remains with the presence of
vascular bundles (vb) and the outer epidermis increases the cellular
volume (arrow). Collapse of the midle region of the ovary (me). g-h. The
cotiledonay embryo stage showed the reduce endosperm (ed) two
cotyledons (co), with cell isodiametric with evident nuclei (), vacuoles
(v) showed proteins storage (CBB positive) and the wall cell (wc) PAS
positive. In the cotyledons cells showed bundle vascular (vb) in direction
the shoot apical meristem (sam) and root apical meristem (ram),
surrounded the embryo is observed the protoderme (pr). i. Details the
outer epidermis with elongate cells (arrow), showed collapse cellular
(star). Bars: a-c,h 20pm, d-g,i 80 pm
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3.2.4. Mature cypsela (seed)

The light microscopy analysis showed that the mature fruit
stage (cypsela) of T. catharinensis was clearly distinguishable from
previous developmental stages wherein the structural
characteristics of the ovary and the ovule changed completely.
During the fruit development was observed that the pericarp
develops from ovary regions. The outer epidermis of the ovary
develops the exocarp as a single layer of the collapsed cells.
Normally, the mesophyll ovary develops in mesocarp and the inner
epidermis develops the endocarp. In 7. catharinensis it was
observed that both of them are absent because of cellular collapse
(Figure 4a). It was observed that the seed coats develop from the
integuments tissues of the ovule. The outer epidermis of the ovule
develops the exotesta, with parenchyma in palisade cells
(macrosclereids); with strong reaction to the TB-O indicate
metachromatic reaction with phenol component from the cell wall
lignification (Figure 4a). The integument cell develops the
mesotesta, which together with the endothelial cells showed
collapse cell (Figure 4a). The endosperm it reduces during the
development being observed as one cell layer of ovoid shape with
the thin wall (Figure 4a). The cell layers of the seed coat and the
remnant of the exocarp maintained adnate among them (Figure 4a).
Its events were observed at 21 DAA. In this moment the embryo
reach the mature stage and showed morphological characteristic
similar to the cotyledonary embryo stage. The major difference
was observed in the cellular distribution of the meristematic cell
(SAM, RAM) (Figure 4b). In reaction the double staining
(CBB+PAS) both SAM and RAM showed isodiametric cells with
granular cytoplasm and voluminous nuclei positioned in the central
part of the cell (Figure 4c,d). The SAM and RAM cells had thin
cell walls that stain with pink in reaction the PAS; indicating the
presence of polysaccharides neutral while the cytoplasm showed
positive reaction to CBB indicate the presence of proteins
(Figure4c,d). The pro-cambium tissue with elongate cell was
observed between the SAM and RAM (Figure 4b,c). A root cap
with isodiametric cells and nucleus with heterochromatin were
identified in the RAM (Figure 4b,d). It was observed into the
cotyledons abundant strand vascular bundle with elongated cells in
direction the embryo axis (Figure 3g; 4e). In response the double
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staining (CBB+PAS) the cytoplasm of the strand vascular bundle
staining pink showed the presence of neutral polysaccharides and
smalls vacuole stained in blue, indicate presence of proteins
(Figure 4e,f). In the parenchyma cells of the cotyledons it was
observed vacuoles with positive reaction to CBB indicate the
presence of abundant protein reserves (Figure 4f).

Figure 4. Ligth Microscopy analysis of the mature cypsela (seed) of the
T. catharinensis stained in TB-O (a) and double stained CBB+PAS (b-f).
a. Details of the reduce endosperm (ed), exotesta with parenchyma in
palisade cells (arrow) and exocarp with collapsed cell (ex). Apical region
of the embryo showing the shoot apical meristem (sam), root apical
meristem (ram), procambium (pc) and the root cap (star). ¢. Details the
cell of the shoot apical meristem (sam) and procambium. d. Details of the
cell the root apical meristem (ram), procambium and the root cap (star).
e-g. Details of the cotyledons cells (co) showing the vascular bundle (vb)
and vacuoles CBB positive showed proteins of reserve (v). Bars: a-b 90
pm c-f 20pum.
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In the present work, TEM analysis of the meristem cells
showed similar characteristics observed in LM a large central
nucleus with distinguishing heterochromatin and euchromatin
(Figure 5a). It was observed the presence of one or two nucleoli
(Figure 5a). The cell wall was thin with presence of plasmodesmata
(Figure 5a) and several lipid bodies (LB) were frequently observed
in the periphery the membrane and surrounded of the protein body
(PB) (Figure 5a). TEM analysis of cotyledons cells revealed a
reduce and densely cytoplasmic with numerous PBs that consist of
proteinaceous granular matrix electron-dense (Figure 5b,c).
Surrounding the PBs and associated to the plasmatic membrane,
were observed the LB showing small size compared with the much
larger PB (Figure 5c,d). It was identified that the protein and lipid
bodies occupy together a great proportion of cytoplasm cells
(Figure 5b). Vacuoles with granular regions and electron-dense
material , alternating with clearer areas was observed (Figure 5d,e).
In some cells these vacuoles showed engulfed vesicles and
portions of cytoplasm in a process apparently of autophagy (Figure
5d,e). The endoplasmic reticulum it showed itself associated with
the membrane of the vacuole and the vesicles (Figure 5e,d,f).
Mitochondria and Golgi body it was observed around the nucleus
and adjacent to the wall cell (Figure 5d,e,f).



49

Figure 5. Ultrastructural characterization of the embryo of T.
catharinensis by TEM analysis. a. characteristic of the meristem cells
with thin wall cell (wc),with plasmodemata (p), one large central nucleus
(n) with two nucleoli (nu), heterochromatin (4e) and euchromatin (eu).
Proteins bodies (pb) and lipid bodies (/b). b. Cotyledons cells showing
one nucleus (n) with nucleoli (nu) and hetrochromatin (4e). Abundant
Proteins bodies (pb), surrounded for lipid bodies (/b). c. Details of
;proteins bodies (pb) with granular matrix cellular and lipid bodies (/b).
d-f. Details of the vacuoles (v) engulfed vesicles and portions of
cytoplasm. Endoplasmic reticle (re) associated a vacuoles, Mitochondria
(m) and Golgi bodies (g). Bars: a lum, b 2pm, c-d 0,5pm, e-f 0,2um
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3.3. DISCUSSION

The present study described the morpho-hystological and
ultrastructural characterization of the fruit (cypsela) development
in T catharinensis beginning with the mature ovary tissue, embryo
development and mature seed. The ovarian characteristics in 7.
catharinensis with respect to position, carpel number and locules
is typical as well described in several Asteraceaes family members
(Maheshwari and Srinivasan 1944; Cooper and Brink 1949; Ao
2007; Martins and Oliveira 2007; Julio and Oliveira 2009; Galastri
and Oliveira 2010; Marzinek and Oliveira 2010; Musial et al. 2012;
Musial et al. 2013; Frangiote-Pallone and Souza 2014; Batista et
al. 2015; Franca et al. 2015; Janas et al. 2016; Kolczyk 2016). The
morpho-hystological characterization allows us to identify an
ovary with an inner and out epidermis and a mesophyll region with
a stratum of elongated and highly vacuolated cells which form
schizogenous spaces. In some Asteraceae as Crepis japonica
(Frangiote-Pallone and Souza 2014), Ageratum conyzoide, A.
fastigiatum (Franca et al. 2015), in species of Eupatorieae tribe
(Marzinek and Oliveira 2010) and species of the genus Vernonia
(Martins and Oliveira 2007; Galastri and Oliveira 2010) it was
observed a mesophyll differentiated in two regions. Also, in Bidens
gardneri, B. pilosa (Julio and Oliveira 2009), Porophyllum
ruderale and Tridax procumbens (Frangiote-Pallone and Souza
2014) it was identified a mesophyll differentiated into three regions
which is mainly due to the synthesis and accumulation of
phytomelanin. According to these authors this substance was used
as protection against sun exposure and predation. Despite to
identify schizogenous spaces in 7. catharinensis ovary, the
phytomelanin in this study was not observed. The ovary regions
differentiation has been reported as important features to
characterization and differentiation taxonomic in Asteraceae
(Marzinek and Oliveira 2010). Moreover, similarly to other species,
in T. catharinensis it was observed a vascular system extending
around the ovary in mesophyll region towards the micropyla
region (Martins and Oliveira 2007; Marzinek and Oliveira 2010;
Galastri and Oliveira 2010; Frangiote-Pallone and Souza 2014;
Franca et al. 2015). In the present work, the outer epidermis ovary
presents tector and glandular trichomes, both bisseriated and fully
differentiated. These characteristics have been described by
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Marzinek and Oliveira (2010) in the ovaries of six species of the
Eupatorieae tribe, however in some Vernonia species at this stage
ovary trichomes was not differentiated (Martins and Oliveira 2007;
Galastri and Oliveira 2010). The presence of tector and trichomes
as well the ribs was an important characteristics to Taxonomic
studies (Franca et al. 2015), however the ribs was not observed in
T. catharinensis.

The ovules are precursors of seeds and have an important
role in apomictic and sexual reproduction in Asteraceae (Musial et
al. 2013). However, it was reported that integument tissues,
endothelium, micropyle characteristics, as well as the structures
that make up the embryo sac in species from genera Taraxacum
(Musial et al. 2013; Musial and Koéscinska-Pajak 2013; Plachno et
al. 2015a,b), Chondrilla (Musial and Koscinska-Pajak 2013) and
Cynara (Jana and Mukherjee 2014) were independent of ploidy
level or reproduction model. Thus, in T. catharinensis ovules tissue
no evidences of apomictic reproduction it was observed and the
differentiation of out epidermis, integument parenchyma as well
the differentiation periendothelial zone and endothelium it was
identify. These structures has been reported in other genera of
Asteraceae family as Taraxacum (Musial et al. 2013; Musial and
Koscinska-Pajak 2013), Solidago, Galinsoga, Ratibida (Kolczyk et
al. 2014), Helianthus (Gotelli et al. 2008) and Cyanara (Jana and
Mukherjee 2014). The periendothelial zone was amply
characterized as nutritive tissue with of mucilaginous thick cell
walls, which is a common characteristic in Asteraceae species with
high reproductive success (Plachno et al. 2015a). Considering
periendothelial zone characteristics, Kolczyk et al. (2014)
distinguished three ovules types “Taraxacum” type: with swollen
cell walls of spongy structure; “Galinsoga” type, in which cells
have more cytoplasm and thicker cell walls, and “Ratibida” type,
in which consists of large highly vacuolated cells. According to this
it was identify that T catharinensis it was “Taraxacum” type,
where the nutritive tissue is well developed and their cell walls
have strongly swollen with mucilaginous structure (Musial and
Késcinska-Pajak 2013; Kolczyck et al. 2014; Plachno et al. 2015a).
Also, in Asteraceae, it was reported that the periendothelial zone
differentiation during development is related to the ovules
maturation (Koltunow et al. 1998). In T catharinensis, the
periendothelial zone and the endothelium showed positive reaction
to PAS, which indicates neutral polysaccharides deposition related
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to the likely function of nourishment with probably nutritional role
during embryo development (Koltunow et al. 1998). In the present
work, it was observed that the mucilage was deposited on
periendothelial zone and increases after fertilization, especially in
chalaza region. According to recent studies, this increase is
possibly for liquefying the periendothelial cells, which will
apparently be used in the development of the embryo, since both
processes start together (Musial et al. 2013; Musial and Koscinska-
Pajak 2013). Moreover, it was reported that the liquefaction
process in cells from periendothelial zone can apparently be an
additional source of nutrients for embryo development that may
reduce the important role of the endosperm (Koltunow 1998;
Musial and Késcinska-Pajak 2013). Another probably nutritional
way was associated with the endothelium once was reported that
this tissue acts as an intermediary that metabolizes, accumulates
and transports nutrients from the periendothelial zone to the
embryo sac (Figueiredo et al. 2006; Chen et al. 2014). This finds
leads us to suggest that in 7. catharinensis the endothelium
probably has similar function, once it was observed a layer of thick
cell walls and dense cytoplasm between the periendothelial zone
and embryo sac. According to Plachno et al. (2015b), the mucilage
present in the periendothelial zone may facilitate the regulation of
hydration during the early embryo development stages. These
authors observed in the cytoplasm of the periendothelial zone cells,
numerous organelles and profiles of rough endoplasmic reticulum,
active Golgi, dictyosomes with vesicles and the presence of
plasmodesmata. Thus, considering this, despite that we don’t have
ultrastructural analysis of this region, may in 7. catharinensis this
region have the same function, once a positive reaction to PAS and
TB-O was observed.

Although fit with the characteristics 7. catharinensis ovule
presents a group of well-differentiated ovoid cells located in the
distal end of the embryo sac which was named podium in Cynara
cardunculus (Figueiredo et al. 2006). This structure consists of
nucellar tissue, resistant to encroachment by the female
gametophyte (Rudall 1997; Figueiredo et al. 2006). These authors
not observed specific function for this structure. However,
Kolckzyk et al. (2014) suggested that studies of ovule development
in Cynara should help clarify the origin of this tissue once it is
similar to the nutritive tissue of integument the other Asteraceae
studied. Also, it was reported that the micropyle have a role in the
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embryo sac nutrition which is full of extracellular matrix (Musial
et al. 2013; Musial and Koéscinska-Pajak 2013, Kolczyck et al.
2014). Morpho-hystological characterization of micropyle in T.
catharinensis allows us to identify similarities to those described
for Asteraceaes at early stages of embryo development. The mature
embryo sac in 7. catharinensis is Polygonum-type organization
with an egg apparatus in the micropylar pole, three antipodals cells
in the chalaza and large central cells. This type of sac embryo has
been documented in other species of the Asteraceae family
(Figueiredo et al 2006; Ao 2007; Deng et al. 2010; Plachno et al.
2013; Musial et al. 2013; Yurukova-Grancharova et al. 2013;
Franca et al. 2015; Janas et al. 2016). After fertilization the layers
cells of the integument suffer modification, differentiating in
specialized cells that will protect the future mature embryo (Souza
and Marcos-Filho 2001; Maise et al. 2005). In 7. catharinensis was
observed the degradation of the tissue of the periendothelial zone
and integument cells forming a cavity in the ovule. Apparently,
degradation of this tissue and the increasing of the cavity is an
common feature within the Asteraceae as Taraxacum (Cooper and
Brink 1949; Musial et al. 2013; Plachno et al. 2015a), Solidago,
Chondrilla, Ratibida (Kolczyk et al. 2014), Cynara (Figueiredo
2006), Opodurum (kolczyck et al. 2016), species of Eupatorieae
(Marzinek and Oliveira 2010), Vernonieae (Julio and Oliveira
2009), P. ruderale, C. japonica, T. procumbens (Frangiote-Pallone
and Souza 2014). The degradation of these cells forms the space
that is needed for the growing of the embryo (Plachno et al. 2015a).
In 7. catharinensis was observed that the periendothelial zone and
integument cells degrade during the embryo develop while the
endothelium increased the size. It was suggested that this process
acting probably as a barrier preventing excessive growth of the
embryo and endosperm (Weker 1997). These finds leads us to
suggest that in 7. catharinensis the endothelium probably has
similar function during the development the embryo, once it was
observed remnants the periendhotelial tissue and podium adhered
the cells the distal region of the embryonic sac, until the pre-
cotyledonal stage of embryonic. The nutritional tissue
(periendothelial zone and endothelium) in 7. catharinensis
dissipates during the last stage of the embryo development and the
out epidermis of the integument showed elongated and thickening
during the development. These characteristic also was reported for
others members of Asteraceae family as Hieracium (Koltunow et
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al. 1998), Crepis japonica (Frangiote-Pallone and Souza 2014),
Emilia sonchifoloi, Parthenium hysterophorus (Batista 2015).
Plant embryo development can be divided into two main
steps: embryogenesis sensu stricto and maturation of the embryo,
followed by germination (Dodeman et al. 1997; Von Arnold et al.
2002). The embryogenesis sensu stricto is crucial as it is during
this phase the three spatial domains are formed along the
longitudinal axis: the apical domain composed of the cotyledons,
shoot apex, and upper hypocotyl, the central domain including the
majority of the hypocotyl and the basal domain consisting
primarily of the root (West and Harada 1993; Von Arnold et al.
2002). During the embryogenesis 7. catharinensis showed the
pattern of differentiation similarly the Arabidopsis thaliana where
the embryogenesis initiates with the first division of the zygote that
generates from the smaller apical giving rise to the embryo and a
larger basal cell suspensor (Yeung and Meinke 1993; Friml et al.
2003; Baud et al. 2008; De Smet et al. 2010; Zhang and Laux 2011;
Radoeva and Weijers 2014). After the first cell division, T
catharinensis embryo showed a series of developmental stages:
pro-embryo, globular, heart, pre-cotiledonary and cotyledonary.
This pattern of development was also observed in A. thaliana
where the plant embryogenesis was studied with details (Barton
and Poethig 1993; Goldberg 1994; Jiirgens 2001; Friml et al. 2003;
Jenik et al. 2007) and others angiosperms species as Mendicago
truncatula (Wang et al. 2012) and Sedum acre (Kozieradzka-
kiskurno et al. 2011). This authors describe the histogenesis during
the embryogenesis and the establishment of the main axis of
polarity, with the shoot apical meristem (SAM) separated by
hypocotyl from the root apical meristem (RAM) at the opposite
pole at mature stage. Also, in the mature seed the embryo suffer
expansion and maturation of the organs (Goldberg et al. 1994) as
well the storage substances accumulation (Friml et al. 2003).
Similar characteristics were observed in our histological results of
the mature embryo of the 7. catharinensis. Post-embryonically the
SAM generates above ground tissues and organs (Nimchuk et al.
2015) and the RAM originates the primary root of the plant (Drisch
and Stahl 2015). The RAM and the SAM show different structural
organizations (Benfey and Scheres 2000), but both meristems act
as discrete niche-like that contain stem cells (Nimchuk et al. 2015).
The stem cells characterized by possessing pluripotent cells that
have two principal functions: to produce new cells and to initiate
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organ formation (Aichinger et al. 2012). According to Verdeil et al.
(2007) the pluripotent cell showed -characteristic structural
differentiated the totipotent cell. The pluripotent cells are
isodiametric, highly vacuolated and having a high
nucleus/cytoplasm proportion (Yeung 1995; Verdeil et al. 2007).
The nucleus is spherically shaped containing one or more nucleoli
(Verdeil et al. 2007). In T catharinensis, the section of the
meristems cell that was stained with CBB+PAS showed evident
nucleus that is confirmed in the TEM analyses, which showed big
nuclei, abundant heterochromatin and two small nucleoli. Also, the
cell wall in pluripotent meristematic stem cell is primary and thin
with plasmodesmata connections (Verdeil et al. 2007). The
pluripotent cell walls are conformed of polysaccharides and have
key roles during the cell differentiation, intercellular
communication and the regulation of the wall expansion during
cell growth (Cosgrove 1993, 2005, 2015). The meristematic cells
in T catharinensis showed thin wall and positive reaction in PAS
which confirmed the presence of polysaccharides neutral and
confirm the main characteristics os pluripotent cells. TM analisys
allow us identify plasmodesmata connections between the cell
walls. The main function of the plasmodesmata in the meristematic
cells is the trafficking of intercellular nutrients and of signaling
molecules including phytohormones (Nakajima and Benfey 2002;
Haywood et al. 2002) and macromolecules (Haywood et al. 2002).
In this work, the meristematic cell showed positive reaction in
CBB and in TEM was observed the presence of proteins bodies
and lipid bodies. The lipid bodies were observed surrounded the
proteins bodies and in the periphery of the wall cell. The presence
of lipids bodies in the wall meristem cells is suggested to be
cellular protective during the process of seed desiccation (Wang et
al. 2012). The presence of proteins bodies in T. catharinensis was
related to storage products once in the mature stage the cotyledons
become highly specialized and accumulate large amounts of
storage proteins, carbohydrates and oils that will be mainly utilized
as nitrogen or carbon source during seed germination and plant
development (Goldberg et al. 1994; Miintz 1998; Zouhar et al.
2010; Kermode 2011; Tan-Wilson and Wilson 2012; Miquel et al.
2014). The storage reserve can be accumulated in
compartmentalized structures in different organs such as
endosperm, perisperm and cotyledons, or in the embryo (Maroder
et al. 2003; Katavic et al. 2006; Martini et al. 2008; Moura et al.



56

2010; Crisafulli 2013; Kermode 2011). T. catharinensis showed
high quantities of protein and lipids stored in the cotyledons. This
was confirmed in staining in CBB+PAS and TEM analysis. The
proteins bodies and lipids bodies have been reported in
angiosperms and are widely studied in species of agronomic
importance (Prego et al. 1998; Maroder et al. 2003; Katavic et al.
2006; Martini et al. 2008; Moura et al. 2010; Abirached-Darmency
et al. 2012; Wang et al. 2012; Pavithra et al. 2013; Jimenez-Lopez
et al. 2015). However, the information available about
accumulation and characterization of storage reserves in the
Asteraceae family is limited. The proteins bodies are stored in
specialized vacuoles termed as protein bodies (PBs) (Baud et al.
2008) and the lipids bodies are stored in small spherical organelles
termed oil bodies (OBs) (Katavic et al. 2006). The OBs are
synthesized in the endoplasmic reticulum (ER) the exact
mechanism of the biogenesis are not entirely understood (Murphy
and Vance 1999; Robenek et al. 2004; Katavic et al. 2006).
However, the synthesis and transport of the PBs is through of a
complex system. The synthesis is in the endoplasmic reticulum
(ER) (Herman and Larkins 1999; Miintz et al. 2001; Duarte 2005;
Abirached-Darmency et al. 2012) and after formation the route of
transport for the protein bodies may differ, can be transport via
Golgi through dense vesicles, or sequestered into vacuoles by
autophagy (Robbinson et al. 1998; Abirached-Darmency et al.
2012). This different type of transport are widely studied in
different species (Hoh et al. 1995; Canhoto 1996; Prego et al. 1998;
Abirached-Darmency et al. 2005; Katavic et al. 2006; Wang et al
2012). In TEM analyses of T. catharinensis embryo we observed
in the cotyledons, cell abundant ER as well as Golgi and vacuoles
in apparently autophagy which suggested apparent transport of the
PBs for two pathways. However, the relocation of storage proteins
depends of the composition of newly proteins, species and the
developmental stage (Miintz 1998; Abirached-Darmency et al.
2012). In Asteraceae family, the information available for protein
body structure, synthesis and composition is quite limited. The
composing of the matrix of the proteins bodies can be structurally
different within the same cell; some protein bodies are simple and
consist only of a proteinaceous matrix, whereas others have
inclusions, such as globoids crystals, protein crystalloids or
calcium oxalate crystals in the matrix (Lott 1981; Coimbra and
Salema 1994). In T. catharinensis the cotyledon cells present
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simple PBs with a granular proteinaceous composition of the
matrix. In this work we observed in the cells of the cotyledons
abundant PBs and LBs as well as absence of vacuoles and few
organelles. Characteristics described by Moura et al (2010). These
authors relate the absence of vacuoles and few organelles, except
by the storage ones with the low metabolic state of the zygotic
embryo and suggested an orthodox behavior of the seed at maturity.
These characteristic confirmed the possible orthodox comportment
of the seed of 7. catharinensis when it reached maturity.

Finally, we identify that the 7. catharinensis endosperm
develops in two steps: a nuclear stage followed by a cellularization
and differentiation stage. This type of development in the
endosperm was report by others members Asteraceae family (Devi
1955; Pullaiah 1981). However, among the members of the family
also there are reports of endosperm with nuclear (Devi 1957,
Yurukova-Grancharova et al. 2006) and cellular development
(Davis 1961; Marzinek and Oliveira 2010). During the T
catharinensis embryogenesis the endosperm is consumed and in
the mature seed is observed as one layer cell and this characteristic
was widely reported in the family (Marzinek 2008; Galastri and
Oliveira 2010; Batista et al. 2015). The mature embryo presents
specialized external tissues as seed coat (exotesta, endotesta and
mesotesta) and pericarp (exocarp, mesocarp and endocarp) that
protects the integrity of its parts and to transmit information
regarding of the external environment. In many species its function
is exerced solely by the seed coat (Souza and Marcos-Filho 2001;
Radchuk et al. 2014). However in others species including of the
members the family Asteraceae the dry seed is enclosed within a
pericarp that can dehisces at fruit maturity, while in others the
pericarp is indehiscent and the fruit is dispersal in the
environmental (Cousens et al. 2010; Mamut et al. 2014). In the
Angiosperms a myriad of fruit types can be recognized (Seymour
et al. 2013). According to Marzinek et al. (2008), in Asteraceae the
fruit can be called cypsela when is dry, indehiscent, unilocular with
a single seed not adnate to the pericarp (linked only by the funicle)
and was originated from an inferior ovary. Based on this
description 7. catharinensis fruit can be nominated as cypsela once
present these characteristics. However, in 1. catharinensis the
pericarp showed collapsed cells by the process of development the
embryo and dehydration of the seed. These characteristics are
widely reported in the Asteraceae family (Martins and Oliveira
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2007; Julio and Oliveira 2009; Marzinek and Oliveira 2010;
Frangiote-Pallone and Souza 2014; Batista et al. 2015). The
collapsing of these cells is considered a character of evolutionary
importance in the family. The layers of collapsed cells give
lightness to diaspore which facilitates and promotes the
anemocoric dispersal (Martins and Oliveira 2007; Julio and
Oliveira 2009; Galastri and Oliveira 2010; Marzinek and Oliveira
2010; Frangiote-Pollone and Souza 2014). Also, the seed coat in T.
catharinensis is shaped by the exotesta of lignificated cell wall
(Macroesclerides) suggesting that it provide additional protection
to the embryo (Frangiote-Pollone and Souza 2014; Batista et al.
2015).

In conclusion, based on morphological and cellular
characteristics, our results allow us to describe, for the first time,
the 7. catharinensis ovule, ovary and seed development. Moreover,
to the best of our knowledge, this is the first report showing
anatomy data of specie within the Mutisicae tribe with basal
position among the Asteraceae. The main results of our observation
include: 1) characterization the collapsed of the ovary during the
formation of pericarp and the thickening of the outer epidermis of
the ovule for the formation of the exotesta of lignificated wall cell.
Characteristics considered of importance taxonomic for
differentiation at nivel of tribe into the family Asteraceae. (2)
Modification during the development in the nutritive tissue
(periendothelial zone and endothelium) described which exclusive
and mainly for species considered with high reproductive success
and apomictic reproduction. The nutritive tissue is described amply
in species of two tribes Chicorioideae and Asteroideae. However,
for T. catharinensis, more studies of these structures with TM and
inmunohystochemistic are necessary. (3) Embryo development
description and the characterization of pluripotency cell in the
meristem of the mature embryo, as well as the description of the
likely pattern PB formation and the distribution of OBs in the
mature embryo cell. (4) Also it was characterized the mature and
dispersion structures of this specie. Moreover, this study shows the
cell biology and anatomy of seed development of this particular
and basal Asteraceae and this could be useful to evolutionary
studies in this area. Important aspects for future studies about the
behavior of the seed regarding desiccation tolerance, storage,
delimitation of characteristic recalcitrant or orthodox as well as the
responses under a wide variety of environmental conditions. In
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turn, the embryological features of 7. catharinensis can be used to
examine the evolutionary developmental of a suite of characters
within the broader comparative context of the Asteraceae family.
Finally, the work can be usefull for the studies of conservation of
the species as well as in breeding programs for use as ornamental
plant as well to promote the ex situ conservation of this native and
endemic Asteraceae in Brazil.
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RESUMO

O sucesso na conservagdo de sementes de espécies nativas
esta associado a estudos da fisiologia do desenvolvimento que
incluem aspectos de coleta, viabilidade e armazenamento
associados as modificagdes bioquimicas e celulares. O objetivo
deste trabalho foi avaliar os aspectos fisiologicos durante a
maturacdo, coleta e o armazenamento das cipselas (sementes) de 7.
catharinensis mediante testes de vigor e viabilidade, assim como
analise morfohistoquimica e bioquimica. Foram utilizadas neste
trabalho sementes de 7. catharinensis coletadas no periodo 2014 e
2015. Apos beneficiamento foram realizados teste fisiologicos de
vigor e viabilidade, como o grau de umidade, teste de tetrazolio,
condutividade elétrica, assim como a curva de embebi¢do para a
determinacdo do padrio trifasico da germinagdo, teste de
germinacdo e IVG. Para a caracterizagdo das alteragdes
histoquimica e estruturais das células embriondrias foram
realizadas analises em microscopia de luz dos embrides. Para a
caracterizagdo Dbioquimica durante a maturagdo, coleta e
armazenamentos se realizaram analises de proteinas totais e
ensaios de SDS-PAGE e Western blot, assim como analises de
poliaminas. Os resultados obtidos mostraram que as sementes nos
eventos reprodutivos analisados apresentaram elevados valores de
vigor e viabilidade. Foi observado que o teste de tetrazélio pode
ser utilizado como indicador de viabilidade nas sementes de T
catharinensis o que foi corroborado com os dados do teste de
germinacdo. As sementes aderidas-2015 ja atingiram a maturidade
fisioldgica, podendo ser coletadas antes da dispersdo no campo.
Foi observado que as sementes toleram o armazenamento a +4°C
por um periodo de um ano sim perda do vigor e viabilidade. Os
maiores valores de vigor e viabilidade foram observados nas
sementes dispersas-2015 quando alcangaram a maturidade
fisiologica. Em rela¢do aos analises bioquimicos foi observado a
tolerdncia a dessecacdo a qual ¢ adquirida em conjunto com o
acumulo de reservas proteicas. As sementes aderidas-2015 ja
apresentam proteinas de tolerdncia a dessecagdo as quais nao
apresentaram diferenga significativa em relagdo as sementes
dispersas 2014 e 2015. Foi inmunolocalizada uma banda de
deidrina de aproximadamente 25 KDa nas sementes maturas a qual
esta relacionada a tolerancia a dessecacdo. Nos analises das
poliaminas foi observado que a Put apresento os maiores valores
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em nas sementes dispersas-2014 a qual pode estar associada no
processo de tolerincia a armazenamento em sementes de T
catharinensis.

Palavras chaves: Asteraceae, semente, vigor, viabilidade,
proteinas, poliaminas.



ABREVIACOES.

ATO Azul de Toluidina

BOD Demanda Bioquimica de oxigénio
CBB Azul Brilhante de Coomasie

DAS Dias Ap6s Semeadura

HPLC High Performance Liquid Chromatography
VG Indice de Velocidade de Germinagdo
LEA Late Embryogenesis Abundant

MF Massa seca

NaClO Hipoclorito de sodio

PAs Poliaminas

PAS Acido Periodico de Schiff

PST Proteinas Soluveis Totais

Put Putrescina

Spd Espermidina

Spm Espermina
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4.1. INTRODUCAO

Trichocline catharinensis ¢ um membro da familia
Asteraceac a qual é uma das maiores familias dentro das
angiospermas com cerca de 24, 000 espécies, representando
aproximadamente entre 8% a 12% do total das angiospermas
conhecidas no mundo (Funk et al. 2009; Fagundes et al. 2015). No
Brasil, é considerada uma das familias mais diversificadas e
endémicas (Nakajima et al. 2016) com 287 géneros e 2,083
espécies atualmente reconhecidas, destas 1,313 sdo consideradas
endémicas (Nakajima et al. 2015). A alta diversidade da familia no
Brasil ¢é observada principalmente dentro dos dominios
fitogeograficos do Cerrado e Mata Atlantica (Nakajima et al. 2016).
A Mata Atlantica atualmente é considerada uns dos hotspot mais
importantes do mundo, assim como uns dos mais ameacgados de
extingdo por agdes antropicas e mudancas climaticas (Mittermeier
et al. 2004; Forza et al. 2010).

T. catharinensis se caracteriza por possuir inflorescéncia em
forma de capitulo, com corolas vistosas que variam de amarelo a
amarelo-laranja (Katinas et al. 2008; Pasini & Ritter 2012).
Considerada uma espécie nativa e endémica dos campos de altitude
do sul do Brasil onde se encontra classificada na categoria de
vulneravel (VU) (Rio Grande do Sul 2014). As caracteristicas
morfologicas apresentadas por 7. catharinensis sdo semelhantes a
espécies do género Gerbera as quais sdo amplamente cultivadas
comercialmente como planta ornamental devido a seu capitulo que
apresenta uma grande variedade de cores (Chung et al. 2005).
Gerbera e Trichocline sdo géneros proéximos, ambos membros da
tribo Mustiseiae (Cardoso et al. 2007). T. catharinensis é uma
espécie com potencial ornamental o qual deve-se as caracteristicas
dos capitulos que sdo vistosos e atraentes assim como o formato
das folhas e a arquitetura da planta. Semelhante ao descrito para 7.
plicata na Argentina (Livramento 2011), estas caracteristicas
possibilitam o uso de T. catharinensis no paisagismo incluindo
jardins rochosos, bordaduras e forragdes, pois apresenta uma boa
cobertura de solo. Adicionalmente esta espécie tem sido
considerada de grande importancia nos processos de recuperagdo
de areas degradadas, pois contribui na reestabilizacao da flora local,
por meio de sucessdo ecologica (Heiden et al. 2007; Fagundes et
al. 2015).
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O estudo da biologia reprodutiva e a conservagdo de
sementes de espécies nativas ainda ¢ um desafio, principalmente
para a determinagdo da melhor época de coleta nas quais as
sementes apresentam a qualidade maxima de vigor e viabilidade
(Hay & Probert 2013). Para estas espécies os estudos de fisiologia
de sementes sd0 escassos ja que em grande maioria sdo focados em
espécies exoticas cultivadas e suas caracteristicas apos-coleta. No
entanto, o estudo da fisiologia do desenvolvimento das sementes e
importante por que inclui aspectos que refletem diretamente na
etapa de coleta, viabilidade e armazenamento das sementes.
Durante a maturacdo, ao final do desenvolvimento as sementes
acumulam reservas que serdo utilizadas durante a germinagdo
(Miintz et al. 2001). As principais reservas encontradas nas
sementes sdo proteinas, carboidratos e lipidios (Gallardo et al.
2003, 2007; Bewley et al 2013). As sementes ortodoxas nesta fase
além das reservas acumulam proteinas especificas altamente
relacionada a tolerancia a dessecacdo, permitindo manter
organizadas os componentes das membranas celulares em baixos
teores de agua (Vertucci & Farrant 1995; Hoeskstra et al. 2001;
Kermode et al. 2002; Kalemba et al. 2009). Em sementes sensiveis
a dessecacdo (recalcitrantes), estas proteinas ndo sdo acumuladas
ou sdo acumuladas em baixas propor¢des, porém observa-se
desorganizagdo das membranas celulares apos secagem (Kalemba
etal. 2009), com a perda de elevadas quantias de eletrolitos quando
reidratadas (Sun & Leopold 1993; Kalemba et al. 2009). Além das
proteinas as poliaminas (PAs), desempenham um papel importante
na fase de maturacdo aumentado a resposta a tolerancia a estresse
biodticos e abidticos em sementes maturas (Urano et al. 2005).
Contudo a fungdo exata das PAs na resposta ao stress
especialmente em sementes ainda precisa ser melhor elucidada
(Podwyszynska et al. 2015).

Apds a maturagdo fisiologica, durante a germinagdo a
semente precisa absorver agua para iniciar uma série de processos
metabolicos complexos (Bewley et al. 2013). A etapa de absorgéo
de 4gua ¢ trifasica, incluindo um rapido periodo inicial (fase 1),
seguido por uma fase de laténcia com uma pequena captagdo de
agua (fase II) e um aumento adicional no teor de agua (fase III)
coincidente com protrusdo da radicula e crescimento de plantulas
(Bewley et al. 2013). Os processos metabolicos envolvidos na
germinacdo sdo intrinsicamente influenciados pela qualidade
fisiologica das sementes bem como por fatores ambientais, entre
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eles a luz, temperatura, umidade e gases atmosféricos (Mayer et al.
1982; Bewley et al. 2013). Deste modo, o objetivo deste trabalho
foi determinar o ponto de coleta se a tolerancia a armazenamento
das cipselas (sementes) de 7. catharinensis com base em analises
fisiologicas de vigor e viabilidade e da caracterizagdo anatomica e
bioquimica.

4.2. MATERIAL E METODOS
4.2.1. Material vegetal

As inflorescéncias e infrutescéncia de 7. catharinensis
foram coletadas em duas populagdes naturais localizadas no
municipio de Curitibanos (altitude de 960 m; 27 19.975 latitudes
sul e 50 34.033 longitudes oeste), Santa Catarina, Brasil. A coleta
foi realizada nos meses de novembro e dezembro do ano 2014 e
2015. As sementes foram coletadas aletoriamente em plantas
matrizes em cada uma das populacdes. As plantas foram
identificadas por um Taxonomista (Dr. Pedro Fiaschi) e incluidas
no herbario Flor da Universidade Federal de Santa Catarina sob o
numero 19873. T. catharinensis apresenta frutos indeiscentes,
secos e uniloculares denominados cipselas (Marzinek et al. 2008)
e neste trabalho utilizaram-se o termo sementes como sindnimo de
cipselas. Foram coletadas infrutescéncias de aproximadamente 10
DAP (dias apds anteses) que apresentavam capitulos fechados e
aderidos a planta matriz bem como frutos em fase de dispersao.
Para estes dois estadios, as amostras foram denominadas sementes
aderidas e dispersas, respectivamente. As sementes dispersas
coletadas em 2014 foram armazenadas a £4°C durante um ano.

Apbs coleta, para a etapa de beneficiamento as sementes
dispersas das duas populagdes  permaneceram  por
aproximadamente 7 dias a temperatura ambiente e foram
individualizadas manualmente. Foram excluidas as sementes que
eram macroscopicamente murchas ou predadas por outro
organismo. As sementes entumecidas e aparentemente nao
danificadas tiveram o papus removido com auxilio de tesoura
(Ferreira et al. 2001; Ortiz 2013) e posteriormente foram
submetidas aos testes de vigor e viabilidade. Para as analises
proteinas e poliaminas foi removido o tegumento externo das
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sementes e os embrides foram individualizados e armazenados em
freezer - 80 °C para posterior analise.

4.2.2. Grau de umidade

O grau de umidade foi determinado utilizando-se o método
da estufa a 105+£3°C, durante 24 horas, com seis repetigoes de 25
sementes para cada colecdo (Brasil 2009). As amostras foram
pesadas inicialmente e apos o periodo de 24 hrs.

4.2.3. Teste de tetrazolio

Para o teste do tetrazdlio, quatro repeticdes de 25 sementes
foram embebidas em agua destilada por diferentes periodos (0, 2,
4, 6, 8, 10 horas). Em seguida, para cada um dos tempos de
embebic¢do, o embrido foi separado do tegumento da semente com
um estilete, ¢ imerso em solugdo de Cloreto 2,3,5-Trifenil
tetrazolio 1% a 30 °C por uma hora (Brasil 2009). Os embrides
foram classificados como vidveis ou ndo viaveis de acordo com a
cor dos tecidos, extensao dos danos e localizagdo da coloragao.

4.2.4. Condutividade elétrica

O teste de condutividade elétrica de massa foi realizado com
seis repeticdes de 25 sementes. Estas foram pesadas e colocadas
para embeber em copos plasticos, contendo 25 mL de agua
deionizada e mantidas em BOD, a 20°C, por diferentes periodos
de embebicdo (2, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 48 ¢ 72 horas). Ap6s cada
periodo de embebicdo foi avaliada a condutividade elétrica com o
auxilio do condutivimetro SensorData™ SD201. Os valores de
condutividade foram expressos em uS.cm™.g!.

4.2.5. Curva de embebigdo

A curva foi realizada utilizando-se oito repetigdes de 25
sementes as quais foram pesadas e colocadas em caixas gerbox que
continham papel de germinacdo saturados com éagua destilada
esterilizada. As caixas foram colocadas em camaras de germinagéo
do tipo BOD com lampadas fluorescentes com 25,5 pmol m?s’! de
irradidncia. A temperatura utilizada foi de 20 + 2°C e o fotoperiodo
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de 10 horas (Ferreira et al. 2001). Para a determinacdo do
incremento de massa se realizo a metodologia proposta por (Justo
et al. 2007; Davide et al 2011) com modificagdes para a espécie.
As amostras foram pesadas de uma hora durante 12 horas e apos
esse periodo foram pesadas a cada 6 horas até as 24 horas. Na
continuidade foram pesadas a cada 12 horas durante 10 dias e a
cada 24 horas até a germinagdo de 51% das sementes.

4.2.6. Germinagao e indice de velocidade de germinagdo (IVG)

O teste de germinacao foi realizado com 10 repeti¢des de 25
sementes. As sementes foram imersas durante dez segundos em
etanol 70%, para diminuir a tensdo superficial, seguindo-se de 1
minuto em solucao de hipoclorito de sédio (NaClO) ao 1%. Logo
a seguir as sementes foram lavadas por 3 vezes de 30 segundos em
agua destilada esterilizada. Ap6s a desinfestacdo as sementes
foram distribuidas uniformemente em caixas gerbox com papel de
germinacdo umedecidos com agua destilada esterilizada até 2,5
vezes o peso de papel seco (Brasil 2009). As caixas foram alocadas
em camaras de germinacdo com iluminacdo de lampadas
fluorescentes com 25,5 umol m? s! de irradidncia. Foi mantida a
temperatura de 20 + 2°C, com fotoperiodo de 10 horas (Ferreira et
al. 2001). As sementes foram monitorizadas e avaliadas até que os
valores de germinacdo apresentaram estabilizacdo. Diariamente,
foi realizada a contagem das sementes germinadas, considerando-
se como germinadas as sementes com protrusdo radicular. Os
resultados foram expressos em porcentagem de sementes
germinadas e calculou-se o IVG segundo Maguire (1962):

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

Onde: G1, G2, Gn s@o0 o numero de sementes germinadas e
N1, N2, Nn o numero de dias no teste.

Ao final do periodo de avaliagdo da germinagdo foram
mensurados o comprimento dos cotilédones, hipocotilo e radicula
de 10 plantulas aleatoriamente individualizadas por repeticao.

4.2.7. Microscopia de luz
Foram realizadas analises histologicas dos embrides

provenientes das amostras dispersas e aderidas das coletas
realizadas seguindo a metodologia (O'Brien et al. 1964) com
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modificagdes de Schmidt et al. (2009). Os embrides foram fixados
em tampao fosfato 0,1 M (pH 7,2) contendo paraformaldeido a 2,5%
durante a noite a 4°C. Posteriormente, as amostras foram
desidratadas numa série crescente de solugdes aquosas de etanol e
em seguida foram infiltradas com historesina (LeicaHistoresin,
Heidelberg, Germany). As amostras foram seccionadas em secgdes
semi-finas (3 um de espessura). Para a identificacdo das estruturas
dos tecidos e células as amostras foram coradas com ATO 0.5%,
pH 3.0 (O'Brien et al. 1964). Para a identificacdo de polissacaridos
neutros e proteinas foi utilizado o protocolo de dupla coloragdo
proposto por Schmidt et al (2012). Para isso, as seccdes foram
coradas com Azul Brilhante de Coomasie (CBB) 0,4% em solugdo
de Clarke (Serva, Heidelberg, Germany) + acido-Schiff periddico
(PAS) (Gahan 1984). Os controles consistiram em sec¢des tratadas
com as solu¢des sem o componente corante (por exemplo, omissdo
de acido periddico na reagdo PAS). As secgdes foram analisadas no
microscopio Olympus BX 41 equipado com o software Image Q
Capture Pro 5.1 (QImaging Corporation, Austin, TX, EUA).

4.2.8. Analise de proteinas totais.

Para o processo de extragdo de proteinas trés repetigoes de
0,300 mg de massa fresca dos embrides de cada evento reprodutivo
de T. catharinensis foram liofilizadas e moidas manualmente com
nitrogénio liquido em almofariz. Posteriormente as amostras foram
homogeneizadas de acordo ao protocolo proposto por Burrieza et
al. (2012). As amostras foram centrifugadas a 10 000 g (duas
vezes), o sedimento foi descartado e o sobrenadante dividido em
duas fracgdes. A frac¢do 1 foi preparada seguindo uma versdo
modificada do protocolo para determinagdo de proteinas
termoestaveis descrito por Close e Lammers (1993): os extratos
foram imersos num banho maria a 96°C durante 10 min para mais
tarde serem resfriados até a temperatura ambiente e centrifugados
a 10 000 g (duas vezes), o pellet foi descartado e o sobrenadante
mantido. A frac¢do 2 ndo foi aquecida de modo a conservar
proteinas termosensiveis. Os contetidos de proteinas de ambas as
frac¢des foram quantificados utilizando o método proposto por
Bradford (1976) a 595nm em espectrofotometro. Halo DB-20 UV-
VIS double beam.
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4.2.9. SDS page e ensaio de Western Blot

Apés a quantificacdo as amostras de proteinas
foram submetidas & eletroforese em gel SDS-PAGE a 17,5%
(Laemmli 1970) a uma voltagem de 100V durante 120 min (Farias-
Soares et al. 2013) em cuba Miniprotean eletroforese II cell (Bio-
Rad, Hercules, Califérnia, USA) foi utilizado 40 pug de proteina
por pogo e como referéncia foi utilizado padrao de peso molecular
conhecidos (Invitrogen). Apods eletroforeses, as proteinas
fraccionadas das sementes dispersas-2015 foram transferidas para
uma membrana de nitrocelulose
(GE Osmonics, Minnetonka, Minn., USA) utilizando a cuba de
transferéncia (Bio-Rad Miniprotean II system) a 100V durante 60
min (Farias-Soares et al. 2013). A integridade da transferéncia foi
conferida pela coloracdo da membrana com Ponceau S. Os ensaios
de transferéncia de Western blot foram realizados de acordo com
Burrieza et al. (2012). A membrana de nitrocelulose contendo as
proteinas foi submetida por 12 horas asolucdo bloqueadora
contendo leite em p6 desnatado 5% em um buffer salino Tris (TBS)
a 4°C. Apos isto, a membrana foi incubada por uma hora com uma
solucdo de TBS contendo o anticorpo primdrio anti-dehidrina, com
afinidade para o segmento K (Close et al. 1989), com uma diluigdo
de 1:1000. Apoés trés consecutivas lavagens de 10 minutos em
TBS-Tween 20 (0,5% v/v) a membrana foi incubada numa nova
solucdo contendo 0 anticorpo secundario anti-
rabbit imunoglobulina G (Santa Cruz Biotechnology, Inc.), diluido
em 1:10000 em TBS com leite em pd desnatado 5 % por 90
minutos. O complexo anticorpo-proteina foi visualizado pela
imersdo da membrana em um buffer AP (100 mM Tris-HCI, pH 9.5,
100 mMNaCl, 5 mM MgCI2 contendo nitrobluetetrazoliume 5-
bromo-4-cloro-3-indolylfosfato (Promega). A membrana foi
digitalizada pelo Sistema
de Fotodocumentacdo Chemidoc MP da BioRad.

4.2.10. Extragao de poliaminas

A determinacdo das poliaminas (PAs), se realizou segundo
Steiner et al. (2007). Trés repeticdes com 200 mg de MF de cada
evento reprodutivo foram trituradas em 1,6 ml de acido perclorico
(PCA) 5% (v/v) e, apés 1 h, as amostras foram centrifugadas
durante 20 min a 20 000 g a 4 ° C. As PA livres foram derivadas
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por cloreto de dansil e identificados por HPLC, utilizando uma
coluna de fase inversa de 5-um (ShimadzuShin-pack CLC ODS).
O gradiente foi desenvolvido misturando proporc¢des crescentes de
acetonitrilo absoluto a 10% de acetonitrilo em agua (pH 3,5). O
gradiente de acetonitrilo absoluto foi programado para 65%
durante os primeiros 10 min, de 65 a 100% por entre 10 min e 13
min ¢ 100% entre 13 min ¢ 21 min, a 1 ml min-1 de fluxo a 40°C.
A concentragdo de PAs foi determinada usando um detector de
fluorescéncia a 340 nm (excita¢do) e 510 nm (emissdo). As areas
dos picos e os tempos de retencdo de cada poliamina foram
identificados comparando-se com as poliaminas padrdes com
concentragdes conhecidas: putrescina (Put), espermidina (Spd) e
espermina (Spm).

4.2.11. Analise estatistica

O delineamento utilizado no experimento foi inteiramente
casualizado. Os dados obtidos foram submetidos a analise da
variancia e ao teste de Tukey a 5% de significancia (Andrade &
Ogliari 2010). Para o Teste de Tetrazolio foi ajustada uma equagéo
polinomial de segundo grau. Para as sementes aderidas-2015
determinou-se o ponto 6timo de embebicao por meio do calculo do
ponto maximo. Para as sementes dispersas -2015 e dispersas -2014
foram ajustadas equagdes de primeiro grau. Para condutividade
elétrica foram ajustadas equacdes polinomiais de segundo grau e
realizado o teste de Tukey a 5% de significancia as 72 horas de
embebicdo. Para a curva de embebicao foram ajustadas equagdes
de terceiro grau. As analises foram realizadas utilizando-se o
programa Statistica versdo Ultimate Academic e seguindo a
referéncia (Sokal & Rholf 1995).

4.3. RESULTADOS
4.3.1. Descricio morfolégica

As sementes coletadas em cada evento reprodutivo (2014 e
2015) foram classificadas em aderidas e dispersas. As sementes
aderidas-2015 (sementes aderidos na infrutescéncia) apresentavam
capitulos fechados com corola marrom escurecida (Figura la-c).
Externamente as cipselas apresentavam pericarpo de coloragdo
verde com papus fechados (Figura 1c). As sementes dispersas-
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2015 estavam em fase de dispersdo e com papus abertos de
coloracdo branca (Figura 1d-f). Apds os beneficamento com a
retirada do papus as sementes apresentavam formato ovoéide com
coloracdo entre amarela e marrom escuro (Figura 1g,h).

Figura 1. Caracteristicas gerais das Infrutescéncia de 7. catharinensis. (a-
¢) infrutescéncia com frutos aderidos coletadas no ano-2015. (a)
caracteristicas externas das infrutescéncias. (b) corte longitudinal da
infrutescéncia. (c¢) Caracteristica da cipsela aderida na infrutescéncia. (d-
f) infrutescéncia maturas prontas para dispersdo coletadas no ano 2015.
(d) caracteristicas gerais da infrutescéncia. (e) caracteristicas das cipselas
ainda na infrutescéncia. (f) cipselas com a caracteristicas morfoldgicas
quando madura. (g-h) cipselas mostrando caracteristicas apos
beneficiamento (Barras=1cm)
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4.3.2. Grau de umidade

As sementes de Trichocline catharinensis apresentaram
valores no grau de umidade significativamente diferentes para as
amostras analisadas (Figura 2). As sementes aderidas-2015
apresentaram um grau de unidade alto (40.17%), decrescendo a 16.
12% para as sementes dispersas-2015. As sementes armazenadas
por um periodo de um ano (dispersas-2014) apresentaram umidade
de 9,8 %. A variagdo dos valores do grau de umidade das sementes
aderidas-2015 a as sementes dispersas-2014 foi de 29,9%.
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Figura 2. Porcentagem do grau de umidade de sementes de T
catharinensis coletadas no periodo 2014-2015. Medias seguidas da
mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de tukey
(P<0,05). Barras verticais representam = desvio padrdo das medias.

4.3.3. Teste do Tetrazolio

O teste de tetrazolio foi eficiente para as amostras de
sementes analisadas de 7. catharinensis (Figura 3a). A media da
viabilidade para todos os tempos de embebicdo para as sementes
aderidas-2015 foi de 99% e das dispersas-2015 de 94%. Ja nas
sementes dispersas-2014 esta porcentagem reduziu para 87%
(Figura 3). O melhor tempo de embebigdo para a realizagcdo do
teste nas sementes aderidas-2015 foi de 6 horas de embebicdo com
uma porcentagem de 100% de sementes viaveis, para as sementes
dispersas 2015, 2014 o melhor tempo de embebigdo foi as 10 horas
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com 99% e 94% respectivamente de sementes vidveis (Figura 3).
Assim, o protocolo para o teste de tetrazolio pode ser empregado
com maior eficiéncia apds um periodo de embebicdo de 6 horas.
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Figura 3. a. embrido de T. catharinensis com reagdo positiva ao teste de
tetrazolio. b. Porcentagem de reacdo positiva das sementes de T
catharinensis ao Cloreto de 2,3,5-trifenil tetrazolio ao 5% (teste de
tetrazolio) em diferentes tempos de embebicao indicando a viabilidade
das sementes coletadas no periodo 2014-2015. (A Aderidas-2015: Y=-
0,125X2+1,478571X+95,85714, R?> =0,97. @ Dispersas-2015: Y=
0,742857X+91,61905; R  =0,85. M Dispersas-2014: Y=
1,617650104X+77,97273982; R? =0,87). (Barras=5mm)

4.3.4. Condutividade elétrica

Os valores de condutividade elétrica para os dois eventos
reprodutivos apresentaram um incremento inicial com o inicio da
estabilizacdo as 24 horas de embebigdo (Figura 4). Apds as 72
horas de embebicdo os valores de condutividade elétrica foram
significativamente diferentes (Figura 5). Sendo que as sementes
aderidas-2015 apresentam maior lixiviagdo de eletrolitos (243,79
uS.cmt.g?) quando comparadas com as sementes dispersas-2015,
as quais mostraram menor lixiviagdo de eletrélitos (151,01 puS.cm’
Lg1). As sementes aderidas e dispersas 2015 apresentam menor
perda de eletrélitos em comparagdo com as sementes dispersas-
2014, as quais apresentaram uma intensa lixiviacdo de eletrolitos
(458,84 uS.cm™.g?).
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Figura 5. Variagdo da condutividade elétrica (uScm™g™') nas
sementes de 7. catharinensis coletadas nos periodos 2014-2015 em
fungdo aos diferentes tempos de embebigdo. (4 Aderidas-2015: Y=-
0,0222x% + 2,4713x + 85,454; R? = 0,9653 @ Dispersas-2015: Y= -
0,0306x* + 3,5026x + 146,4; R> =0,9299. W Dispersas-2014: Y= -
0,0498x% + 5,4562x + 316,15; R =0,8812)
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Figura 4. Condutividade elétrica (uScm™'g™") ap6s 72 horas de
embebicdo em sementes de 7. catharinensis coletadas no periodo
2014-2015. Medias seguidas da mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de tukey (P<0,05). Barras verticais
representam + desvio padrdo das medias.
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4.3.5. Curva de embebi¢do

As sementes de 7. catharinensis seguiram o padrio trifasico da
curva de embebicdo para as amostras analisadas (Figura 6). Os
resultados observados evidenciaram uma rapida embebigdo na fase
I (até as 12 horas), com um incremento de massa fresca de 91,70%
para as sementes aderidas-2015, 179.04% para dispersas-2015 e
307.30 % para as dispersas-2014. A fase Il da embebigdo se
estendeu até aproximadamente 228 horas de embebicdo, onde
iniciou a fase III com a protrusdo da radicula. Os resultados
mostraram um padrdo similar de embebi¢do entre as sementes
dispersas-2015 e 2014 até a fase II da embebigdo. No inicio da III
fase nas sementes dispersas-2014 apresentaram um incremento na
embebi¢do comparativamente com as sementes dispersas-2015. As
sementes aderidas-2015 foram as que mostraram menor
porcentagem de embebicao.
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Figura 6. Curva da dindmica durante a embebicdo das sementes de T.
catharinensis coletadas no periodo 2014-2015 em fung¢&o ao incremento
de massa ao longo do tempo. ( & Aderidas-2015: Y=-2,1x10" ©
X3+0,001762X2+178,5459, R> = 0,94. @ Dispersas- 2015: Y=
3,3x107 2X3+1,41x10 17X>+1,61x10 38, R> =0,94. M Dispersas-2014:
Y=0,010115X32,1X2+3,5x10 %7, R2 =0,96.
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4.3.6. Germinagdo e IVG

O inicio da germinagdo das sementes de 7. catharinensis foi
diferente para cada evento reprodutivo. Para as sementes
dispersas-2015 o inicio da germinagao foi observado aos 5 DAS
(dias apos semeadura). 8 DAS para as sementes aderidas-2015 e
15 DAS para as sementes dispersas-2014. Os valores maximos de
germinagdo foram observados aos 26 DAS para as sementes
aderidas e dispersas coletadas no 2015 e aos 34 DAS para as
sementes dispersas-2014 (Figura 7). Os dados médios na
porcentagem de germinagdo foram observados nas sementes
aderidas-2015 (80%). Sendo que os maiores valores foram
observados nas sementes dispersas-2015 (88%) e os menores nas
sementes dispersas-2014 (75%) (Figura 8).
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Figura 7. Curva da dindmica de germinagdo das sementes de 7.
catharinensis coletadas no perfodo 2014-2015. & Aderidas-2015, @
Dispersas-2015, Il Dispersas-2014. Barras verticais representam =+
desvio padrido das medias.
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Figura 8. Porcentagem de germinagdo de sementes de T
catharinensis coletadas no periodo de 2014-2015 aos 43 dias apos
semeadura a uma temperatura de 20°C. Medias seguidas da mesma
letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de tukey (P<0,05).
Barras verticais representam + desvio padrao das medias.

Os resultados do IVG para os dois eventos reprodutivos
apresentaram valores diferentes (Figura 9). Os maiores valores de
IVG foram observadas nas sementes dispersas-2015 (1,43),
seguido das sementes aderidas-2015 (1,12). Os menores valores de
IVG forma observados nas sementes dispersas-2014 (0,75).
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Figura 9. Indice de velocidade de germinagdo de sementes de T,
catharinensis coletadas no periodo 2014-2015. Medias seguidas da
mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de tukey
(P<0,05). Barras verticais representam + desvio padrdo das medias.

4.3.7. Morfometria das plantulas

Os comprimentos totais das plantulas das sementes
aderidas-2015 (£2, 49cm) foram menores em relagdo das sementes
dispersas-2015 (£2, 9cm) e 2014 (£3,00cm). Sendo que as raizes
foram os que apresentaram os maiores valores do comprimento
para as sementes dispersas 2015 (£1,65 cm) e 2014 (1,75 cm) em
relacdo as sementes aderidas-2015 (+1,11 cm). No entanto os
valores observados para o comprimento nos cotilédones para as
sementes aderidas-2015 foram maiores (+1,13 cm) em compragio
com as sementes dispersas 2015 e 2014. Os cotilédones, hipocétilo,
radicula das plantulas das sementes dispersas-2015 e dispersas-
2014 ndo mostraram diferencia quando comparadas entre sim
(Figura 10).
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Figura 10. Morfometria (cm) das plantulas de 7. catharinensis coletadas
no periodo de 2014-2015. Apos 43 dias de germinagdo. Medias seguida
pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de tukey
(P<0,05). Barras verticais representam + desvio padrao das medias.

4.3.8. Microscopia de luz

A analise em microscopia de luz evidenciou que os
embrides de 7. catharinensis (Figura la) para os dois eventos
reprodutivos apresentam cotilédones com células de formato
ovoide e paredes celulares delgados indicados pela reag@o positiva
do PAS (Figura 11b-d). A principal diferencia nas células das
sementes dos dois eventos reprodutivos € o conteido
citoplasmético. Nos embrides provenientes de sementes aderidas-
2015 foi observado um nucleo proeminente e abundantes vactiolos
com quantidade reduzida de granulos proteicos corados de azul
(CBB positivos) acumulados principalmente na periferia dos
vacuolos (Figura 11b). No teste histoquimico para os embrides de
sementes dispersas-2015 foi observado vactiolos com abundante
acumulo de proteinas (CBB positivo) ocupando totalmente o
citoplasma celular (Figura 11c). Nas sementes dispersas-2014 as
células dos cotilédones apresentaram-se plasmolisadas com
espagos entre a parede celular e o conteudo citoplasmatico (Figura
11d-e). Em coloragdo com ATO observa-se o nicleo no centro das
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células com reacdo de metacromasia e os vactiolos apresentaram
ortocromasia com ATO (Figura 11e).

Figura 11. Microscopia de luz dos cotilédones de embrides de T
catharinensis coletadas no periodo 2014-2015. (a,e) submetidos a
coloragdo com ATO e (c-d) submetidos a histoquimicas com (CBB+PAS).
(a) sementes de 7. catharinensis. (b) células dos cotilédones do embrido
das sementes aderidas-2015. (¢) células dos cotilédones do embrido das
sementes dispersas-2015. (d,e) Células dos cotilédones das sementes
dispersas-2014 apds armazenadas a +£4°C. (C: cotilédones; Seta: parede
celular, V: vacuolos, N: nicleo; PVS: vacuolos com conteudo proteico)
(Barras: (a) = 200um. (b-d)= 8um).

4.3.9. Quantifica¢do de Proteinas soltiveis Totais

As maiores concentragdes de proteinas soluveis totais (PST)
foram observadas nas sementes aderidas (14,73 pg.mg '.MF). As
concentracdes de PST das sementes dispersas-2015 (7,34
pg.mg '.\MF) e dispersas-2014 (7,35 pg.mg'MF) foram
significativamente diferentes as concentragdes apresentadas nas
sementes aderidas-2015. As concentragdes de proteinas
termoestaveis apresentadas por as sementes dos dois eventos
reprodutivos ndo diferem estatisticamente entre sim (Figura 12).
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Figura 12. Concentracdo de proteinas totais e proteinas termoestaveis
de T catharinensis. Medias seguidas da mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de tukey (P<0,05). Barras verticais
representam + desvio padrao das medias.

4.3.10. SDS Page e Western Blot

O perfil de proteinas nas sementes de 7. catharinensis
apresentou diferencas entre os dois eventos reprodutivos,
principalmente na faixa entre as bandas de 37KDa e 25 KDa
(Figura 13a). Foi observada duas bandas de aproximadamente
37KDa e duas bandas de aproximadamente de 35 KDa; as quais
apresentam maior intensidade nas sementes aderidas-2015 e com
menor inetensidade nas sementes dispersas-2014. Assim mesmo as
sementes dos trés eventos reprodtuvidos apresentam bandas de
aproximadamente 25 KDa e 15 KDa. Na inmunolocalizagdo de
proteinas tipo deidrinas das sementes dispersa-2015 foi detectada
uma banda de aproximadamente 25KDa (Figural3b)
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Figura 13a. Perfil de proteinas dos embrides das sementes de T
catharinensis coletadas no periodo 2014-2015. Corridos em Gel de
SDS-page ao 17.5 % b. Detegad de proteinas deidrinas de
aproximadamente 25 KDa nas sementes dispersas-2015 utilizando um
anticorpo especifico para segmento K. Abrv.A-15: aderidas-2015, D-
15: dispersas-2015, D-2014: dispersas-2014.

4.3.11. Poliaminas

No presente estudo foi observada diferengas no contetido de
poliaminas livres nos trés eventos reprodutivos. As sementes
dispersas-2015 apresentaram os maiores valores de PAs livres
totais (59.88 pg.g '.MF). Nas sementes aderidas-2015 a Put
apresentou os menores valores (2,98 ug.g'.MF) e a Spm os
maiores valores (19,12 pg.g'.MF), sendo que para as sementes
dispersas-2014 a Put apresentou os maiores valores (7,95
ng.g . MF) e a Spm os menores valores (15,27 pg.g™'.MF) (Figura
13). Os valores mais altos da relagdo PA [Put.(Spd+Spm)~'] foram
observadas nas sementes dispersas-2014 (0,17 pg.g *.MF) e os
menores nas sementes aderidas-2015 (0,07 pg.g'.MF), (Figura
14).
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Figura 14. Contetido de poliaminas (PAs) livres nas sementes de T
catharinensis coleitadas no periodo de 2014-2015. Put: putrescina, Spd:
espermidina, Spm: spermina. Barras verticais representam + desvio
padrdo das medias
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Figura 15. Conteudo da ragdo da poliaminas (PAs) totais de T
catharinensis coletadas nos periodos de 2014-2015. Abrev. Put:
putrescina, Spd: espermidina, Spm: spermina. Barras verticais
representam + desvio padrdo das medias
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4.4, DISCUSSAO

O éxito da germinacdo e conservagdo das sementes apds o
armazenamento depende, entre outros fatores, da qualidade das
sementes no momento em que sio coletadas (Hay & Probert 2013).
As sementes coletadas antes da maturacao fisiologica ou depois da
mesma apresentam menor vigor e viabilidade, assim como menor
capacidade de armazenamento, sendo uns dos muitos fatores para
a determinagdo do tempo ideal de coleta o conteudo de massa seca
nas sementes (Ellis & Pieta Filho 1992; Hay & Probert 2013).

As sementes de T catharinensis aderidas na infrutescéncia
(aderidas-2015) apresentaram teor de umidade de 40%. O alto
contetido de umidade observado nesta fase pode estar relacionado
com o estadio de desenvolvimento da semente. As sementes
encontravam-se no final da fase de maturagdo ja tendo passado
pela histodiferenciacdo e ainda estavam ligadas a planta matriz.
Conforme estas sementes dispersam no ambiente havendo
alcan¢ado a maturidade fisiologica foram observadas a reducao do
teor de agua para 16%. Este valor ¢ alto quando comparados a
outros membros da familia Asteraceae como Emerantus incanus
(Nery et al. 2014) que apresenta um contetido de umidade inicial
de 11% e Calendula officinalis com £8,6% (Silveira et al. 2002).
Apos atingir a maturacdo fisiologica as sementes entram em um
estado metabolicamente quiescente onde a atividade metabolica é
minima e com baixos teores de umidade, o qual apresenta valores
diversos entre as espécies (Egli & Tekrony 1996; Bewley et al.
2013). As sementes quiescentes podem permanecer neste estado
seco desde varios dias a muitos anos sem perder sua viabilidade
(Bewley et al. 2013). Isso foi observado nas sementes dispersas-
2014 de T. catharinensis as quais apos um ano de armazenamento
a + 4°C atingiu grau de umidade de 9% sem perder a viabilidade.
Este resultado foi confirmado com o teste de tetrazdlio. O principio
do teste baseia-se na atividade das enzimas desidrogenasses (Smith
1952; Copeland et al, 1959; Bulat 1961; Moore, 1973) as quais
catalizam as reagOes respiratdrias nas mitocondrias, durante a
glicolise e o ciclo de Krebs. Estas enzimas, particularmente a
desidrogenase do 4acido malico, reduzem o sal de tetrazélio (2,3,5-
trifenil cloreto de tetrazdlio) nos tecidos vivos, isto resulta na
formagdo de um composto vermelho, ndo difusivel, conhecido
como trifenilformazan, o qual indica atividade respiratoria nas
mitocondrias demostrando assim a viabilidade dos tecidos
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(Lazarotto et al. 2011). Neste teste, as sementes de 7. catharinensis
armazendas por um periodo de um ano (dispersas-2014)
apresentaram entre 87% e 94% de sementes viaveis, indicando que
apos a etapa de maturacdo fisiologica estas sementes podem ser
armazenadas.

Durante o processo de maturagdo das sementes, o sistema
de membranas encontra-se em continua transformacdo em fungdo
do desenvolvimento e da modificagdo do conteudo de agua.
Quando as sementes secas entram em contato com a agua no
processo de embebicdo a perda de eletrdlitos é intensa e
proporcional ao estado de desorganizagdo das membranas (Simon
& Rajan Liharum 1972). Isto explica a diferenca significativa
observada nos valores de condutividade elétrica entre as sementes
de T catharinensis com diferentes graus de umidade. As sementes
de T catharinensis que atingiram a maturacgdo fisioldgica e ndo
desidrataram (aderidas-2015) e aquelas que passaram pelo
processo de dessecagdo para alcanzar a maturidade fisiologica
(dispersas-2015) apresentaram baixo extravasamento de solutos
refletindo nos menores valores de condutividade elétrica. Isto
sugere que as membranas celulares destas sementes se
apresentavam estabilizadas e organizadas. Contudo, a elevada
perda de eletrolitos observados nas sementes dispersas-2014 pode
estar relacionado com os baixos teores iniciais de agua ¢ a
desorganizagdo de membranas celulares, o que possivelmente
acarretou no vazamento de soluto. Apesar deste extravasamento
de solutos as sementes de 7. catharinensis ainda mantiveram a
qualidade fisiologica e a capacidade de germinacdo. No entanto
novos estudos que avaliem a qualidade fisiologica destas sementes
com reducdo ainda maior dos valores de umidade podem indicar
qual o limite de desidratacdo desta semente.

A capacidade das sementes de germinar desenvolve-se cedo,
antes de a mesma atingir o peso seco maximo (Hong & Ellis 1990,
Lamarca et al. 2013). No entanto, estes autores mencionam que o0s
valores de maxima germinag¢do podem variar segundo a fase em
que as sementes foram coletadas. Sendo que para muitas sementes
as maiores porcentagens de germinag@o foram observadas quando
atingiram a maturidade fisioldgica (secas), porém a secagem por
maturacdo ¢ um pré-requisito para a germinagdo (Bewley et al.
2013). Isto explica os dados observados no presente trabalho, em
que as sementes dispersas-2015 apresentaram valores elevados de
IVG e de porcentagem de germinag@o. A germinacao inicia-se com
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a absorc¢do de agua pela semente. Durante a embebicdo uma cadeia
de eventos ¢ iniciada a qual finaliza com a protrusdo da radicula e
isto indica éxito na germinacao (Bewley et al. 2013). No presente
trabalho, as sementes de 7. catharinensis apresentaram trés fases
para a curva de embebigdo, sendo a fase I caracterizada pela rapida
absorcao de agua, conforme corroborado por Bewley et al. (2013).
Ao final da fase I, as amostras das sementes aderidas-2015
absorveram a menor quantidade de agua (91.7%) e a sementes
dispersas-2014 a maior quantidade (307.30%).

O final da fase II ocorreu com o inicio da protrusdo da
radicula que variou entre as amostras coletadas no periodo 2014-
2015. O conteudo de 4dgua e a rapida embebicdo observada nas
amostras sugerem que estas sementes possuem armazenamento de
reservas cotiledonar (Copeland & McDonald 1999, Davide et al.
2011). De acordo com Bewley et al. (2013) a hidratagdo de
sementes endospérmica ¢ muito mais lenta ja que atuam como
barreira fisica. Devido a suas propriedades de permeabilidade, ¢ a
agua tem que penetrar no pericarpo circundante que ndo ¢
estruturalmente modificado para permitir a sua rapida absorgéo
(Ramakrishna & Amritphale 2005; Bewley et al. 2013). No
presente trabalho, o tempo decorrido de entres as duas primeiras
fases, aproximadamente 10 dias, corroboram com o que foi
descrito por Bewley (1997). Este autor menciona que em sementes
nao dormentes, a fase Il tem um tempo de duracdo de até 10 vezes
maior que a fase I. A fase III é marcada pela retomada da atividade
do metabolismo e se caracteriza por o crescimento da radicula onde
o principal processo observado ¢ o alongamento e divisdo celular
(Bewley. 1997). Em T catharinensis a protrusdo da radicula
iniciou no quinto dia de embebicdo, nas sementes dispersas-2015
e nas aderidas-2015 isto ocorreu no oitavo dia de embebigdo. Esta
caracteristica ¢ tipica de espécies que, em condi¢des favoraveis, se
estabelecem no ambiente o mais rapidamente possivel, (Velten &
Garcia, 2007; Bombo et al. 2015). A IVG é um bom indicador da
velocidade de ocupacdo de um territdrio por uma espécie em
determinado ambiente, isto é, sua capacidade de se propagar em
seu habitat (Ferreira et al. 2001). Isto ¢ um fator importante para
espécies utilizadas na recuperagdo de areas degradadas ou na
ocupagdo de um ambiente. No entanto, a germinagao imediata das
sementes inviabiliza a formagdo de um banco de sementes
(Godinho 2011). Com base no tempo médio da germinagdo
Ferreira et al. (2001) classificou as sementes de 13 espécies da
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familia Asteraceae: de rapida germinacdo (menor de 5 dias),
germinagdo intermediaria (entre 5 ¢ 10 dias) e lenta (mais de 10
dias). De acordo com esta classifica¢do 7. catharinensis apresenta
uma germinacdo intermediaria tanto para as dispersas-2015 (1,43)
e as aderidas-2015 (1,12). Bombo et al. (2015) em um estudo de
com cinco espécies do género Aldama observou que trés delas
apresentaram uma germinacao intermediaria e duas germinagdes
lenta. Ainda, outras espécies da familia Asteraceae como
Emeranthus erythropappus foram descritas como de germinagio
rapida (Cury et al. 2010), Lessingianthus bardanoides e Chrestas
phaerocephala como espécies com germinagdo lenta (Cury et al.
2010). A presenca de luz, temperatura e a combinagdo de ambas
Sdo consideradas fatores que influenciam a rapida ou lenta
germinacdo de sementes (Taylorson & Hendricks, 1972). No
presente trabalho foram observadas elevadas taxas de germinagao
das sementes de 7. catharinensis a 20°C com fotopeperido de 10
horas, sendo para aderidas-2015 (80%), dispersas-2015 (88%) e
dispersas-2014  (75%). Dentro da familia Asteraceae o
requerimento de luz varia com as espécies, podendo obter os
melhores dados de germinagao tanto a temperaturas constantes ou
em alternancia destas (Ferreira et al. 2001; Gomes & Fernandez
2002; Velten & Garcia 2005; Garcia et al. 2006; Cury et al. 2010,
Bombo et al. 2015). Diferentes estudos com espécies da familia
Asteraceae (Choi et al. 1989; Baskin et al.1993; Bai et al. 1995,
Ferreira et al. 2001) mostraram que os requerimentos de Luz e
temperatura pode ser diferente apos o armazenamento. Isto poderia
explicar, por que os dados de IVG e a menor germinagdo
apresentada para as sementes dispersas-2014 foi menor
comparativamente as aderidas-2015 e dispersas-2015. Ainda outro
fator associado a este resultado pode indicar que as condigdes de
armazenamento destas sementes ndo foram adequadas o que pode
ter ocasionada danos a biomoléculas essenciais para a manuten¢ao
da qualidade de sementes. Neste sentido, este resultado indica que
estudos adicionais com énfase no armazenamento de sementes de
T catharinensis devem ser realizados. Ao final da germinagdo a
determinacdo do comprimento médio das plantulas normais é
realizada, tendo em vista que as amostras que expressam Os
maiores valores podem ser consideradas mais vigorosas
(Nakagawa 1999). De acordo com Dan et al. (1987), isso ocorre
devido ao fato das sementes mais vigorosas originarem plantulas
com maior taxa de crescimento. Em 7. catharinensis os maiores
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dados de comprimento total das plantulas foi observada nas
sementes dispersas-2015 e dispersas-2014 em relacdo as sementes
aderidas-2015. Segundo (Nakagawa 1999; Bewley et al. 2013) isto
pode estar relacionada a baixa quantidade de reservas acumuladas
a qual ¢ utilizada na promogdo da germinagdo e desenvolvimento
das plantulas.

As caracteristicas fisiologicas de vigor e viabilidade pre e
pos germinativas das sementes sdo adquiridas juntamente com a
disposi¢do de reservas. Na andlise histologica das sementes de 7.
catharinensis foi observada reserva de proteinas evidenciada pela
reacdo positiva ao CBB. As proteinas podem ser classificadas em
relacdo a sua solubilidade em albuminas, prolaminas, glutelinas e
globulinas (Osborne 1924), as quais tem como uma das fungdes, o
fornecimento, tanto de aminoéacidos quanto de nitrogénio durante
a formacdo de plantulas (Mayer & Poljakoff-Mayber 1989;
Goldberg 1994; Miintz 1998; Zouhar et al. 2010; Kermode 2011;
Tan-Wilson and Wilson 2012; Borisjuk et al. 2013; Miquel et al.
2014). Apdés a dispersdo das sementes, quando ocorre o
rompimento de conexdo com a planta matriz, inicia-se 0 consumo
do material de reserva e as proteinas acumuladas podem estar
relacionadas com a manutencdo do vigor das sementes,
proporcionando condigdes fisiologicas favoraveis para a
germinagdo (Kalembra & Pukacka 2009). Os menores dados de
vigor observados nas sementes aderidas-2015 e dispersas-2014 em
relacdo as sementes dispersas-2015 pode estar relacionado ao
baixo conteudo de proteinas de reserva, o qual foi confirmado nos
testes histoquimicos.

As sementes ortodoxas preparam-se para a desidratagdo
antes da secagem sintetizando uma matriz de pequenas moléculas
e proteinas que lhes permitem preservar a integridade estrutural das
organelas e membranas (Hoekstra et al. 2001; Buitink et al. 2003;
Bewley et al. 2013). Estas proteinas s3o encarregadas de manter a
estabilidade das estruturas celulares para que possam persistir
durante o estado seco e retomar as fungdes biologicas apds
reidratacdo (Bewley et al. 2013). Junto com as proteinas de
reservas, também sdo desenvolvidos alguns mecanismos de
protecdo contra dessecagdo entre eles estdo as proteinas LEAs,
proteinas de choque térmico e proteinas relacionadas ao estresse
(Bewley et al. 2013; Bartels & Salamini 2001; Hoekstra et al.
2001). As LEAs tém como fungdo a manutencdo da estabilidade
celular durante a separacdo da semente da planta matriz, assim
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como no processo de dessecacgdo (Bewley et al. 2013; Moura et al.
2010). Sementes de 1. catharinensis apresentaram caracteristicas
celulares semelhantes aquelas descritas para sementes ortodoxas.
As sementes dispersas-2015 e dispersas-2014 apresentam células
com citoplasma abundantes corpos proteicos, membranas
estabilizadas e presenga do niicleo intacto. Veloso (2014) observou
que as sementes de Maurita flexuosa, inviaveis por dessecagao,
apresentavam degradacdo do nucleo, assim como colapso de
membrana e da parede celular. No presente trabalho, as
caracteristicas histoquimicas e a quantificagdo de proteinas termo
resistentes observadas nas sementes aderidas-2015 sugerem que
estas proteinas sdo sintetizadas nesta fase e sdo conservadas
durante o processo de armazenamento. Isto porque foi observado
que nas sementes dispersas-2014 a quantificacdo de proteinas
termo resistentes foi estatisticamente similar ao observado nas
sementes aderidas-2015 e dispersas-2015. Isto sugere que estas
proteinas podem estar associadas ao processo de resisténcia a
dessecagdo das sementes de 7. catharinensis. Proteinas termo
estaveis foram detectadas em sementes de Glycine max (Blackman
et al. 1991), Arachis hypogaea (Fu et al. 1997), Triticum aestivum
(Black et al. 1999), Fagus selvatica (Kalemba et al. 2009),
Araucaria Angustifolia (Farias-Soares et al 2013) e durante o
processo de armazenamento de sementes recalcitrantes e ortodoxas
do género Acer (Kalemba & Pupacka 2012). As principais
proteinas termoestéveis relacionadas a tolerancia a dessecagdo em
sementes sdo as proteinas LEA, as quais sdo amplamente estudas
durante a fase de dessecacdo e perdeda da agua nas sementes. As
proteinas LEAs sdo proteinas hidrofilicas, estaveis ao calor
(Roberts et al. 1993, Hoeskstra et al. 2001). Estas proteinas
cumplem diferentes fung¢des relacionadas a adquisicdo da
tolerancia a dessecacdo (Hoeskstra et al. 2001). Estas proteinas
podem atuar removendo radicais livres (Hara et al. 2004) e atuam
como estabilizadores de membrana substituindo as moléculas de
agua durante o estresse hidrico, por interac¢ao direta, atuando como
escudos moleculares (Hoeskstra et al. 2001, Tunnacliffe & Wise
2007). Entre as proteinas LEA, encontramse as deidrinas, as quias
sdo moléculas hidrofilicas amplamente descritas por ser
acumuladas durante o desenvolvimento especialmente no processo
de maturagdo e dessecagdo das sementes (Kalemba et al 2009;
Hara 2010; Battaglia & Covarrubias 2013; Kalemba et al. 2015).
Deidrinas com peso moleculares de entre os 23 KDa e 46 KDa
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foram relacionadas a tolerancia a dessecacdo no processo de
maturacdo e armazenamento de sementes de espécies de Fagus
sylvatica e espécies do Acer com comportamento ortodoxo e
recalcitrante. O que relaciona as deidrinas com a protecdo das
estrutas celulares durante o desenvolvimento, assim como podem
estar envolvidas na prevengdo de danos durante a desseca¢do em
sementes ortodoxas e auxiliar no mecanismo de reparo nas
sementes recalcitrantes (Kalemba et al. 2015, 2009, Kalemba &
Pukacka). Em T. catharinensis foram observadas bandas entre os
37 KDa e 25 KDa e inmunolocalizada uma banda de
aproximademente 25 KDa na semente maturasas quais podem
estar envolvidas nos processos anteriormente descritos.

Durante o processo de maturagdo e armazenamento as
sementes além do actimulo de proteinas relacionadas com a
protecdo contra a dessecacdo, adquierem outros mecaniSmos
bioquimicos que estio relacionados a prote¢do dos tecidos, entre
estes mecanismos encontram-se as poliaminas que influenciam
muitos processos fisiologicos durante o desenvolvimento e na
maturagdo, assim como em resposta a tolerincia ao estresse
abidtico e bidtico em plantas (Podwyszynska et al. 2015). No
entanto estudos recentes indicam que as poliaminas podem atuar
como sinais celulares junto com vias hormonais, as quais incluem
a regulacdo do acido abscisico (ABA) na resposta do stress
abidtico (Alcazar et al. 2010). ABA ¢ um hormonio importante no
processo de desenvolvimento e maturagdo das sementes, a qual
estd associada a aquisicao da tolerancia a dessecacdo nas sementes
e atua como regulador de sintese e da resposta das proteinas de
tolerancia a dessecacgao (Baker et al. 1988; Mundy & Chuan 1988;
Williamson & Quatrano 1988; Bostock & Quatrano 1992,
Kalemba et al. 2009). Por outro lado, Urano et al. (2003), relaciona
as PAs com a resposta de tolerancia a seca e alta salinidade de
Sementes de Arabidopsis. Assim, sugere-se que as PAs livres
encontradas nas sementes de 7. catharinensis coletadas no periodo
2014-2015 desempenham um papel importante durante a
maturagdo e possivelmente no processo de tolerancia a dessecacao.
Estes dados corroboram com aqueles descritos por Urano et al.
(2003; 2005) para sementes de Arabidopsis, nas quais as
poliaminas atuavam em conjunto com as proteinas de resisténcia a
dessecacdo. Foi observado ainda que os valores da razdo de
poliaminas (Put.(Spd+Spm)~!) foram maiores nas sementes
dispersas-2014 (0,17 pg.g*.MF). Em relacdo as sementes
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aderidas-2015 (0,07 pg.g '.MF) estes valores foram aumentando
proporcionalmente a redugdo dos valores de umidade das sementes
de T. catharinensis sugerindo um papel das poliaminas no processo
de tolerancia a dessecacdo. Ainda os dados deste trabalho sugerem
que para T catharinensis este papel esta relacionado
principalmente a Put, uma vez que os maiores valores (7,95
pg.g .MF) foram observadas nas sementes dispersas-2014, as
quais apresentavam o menor grau de umidade (9.8%). Isto permite
associar a presenca de proteinas deidrinas e de poliaminas,
especialmente Put, ao processo de tolerdncia a dessecagdo e de
manutencao da viabilidade em sementes de 7. catharinensis.
Considerando os dados observados com relagdo aos
aspectos fisiologicos, histologicos e bioquimicos e a relagdo destas
com a manutencdo de vigor e viabilidade das sementes de T
catharinensis podemos concluir que as sementes aderidas na
infrutescéncia (aderidas-2015) ja atingiram a maturagao fisiologica
e apresentam elevado vigor e viabilidade. Estes dados subsidiam
estratégias de manejo da espécie, uma vez que, com base nestes
dados as sementes podem ser coletadas antes da dispersdo a campo,
o que facilita a coleta e beneficiamento de sementes desta espécie.
Isto torna-se essencial para o desenvolvimento de estratégias de
conservagao ex situ bem como de cultivo da espécie como planta
ornamental. Ainda, as sementes de 7. catharinensis toleram
dessecacdo e ap0ds coleta podem ser armazenadas por um periodo
de um ano a +4°C com uma umidade de 9.8% sim perda do vigor
e viabilidade. O teste de tetrazdlio pode ser utilizado como
indicador de viabilidade corroborando com os dados do teste de
germinacdo e deve ser aplicado apds 6 horas de embebic¢do das
sementes. Os maiores valores de viabilidade e vigor foram
observados nas sementes dispersas-2015, mas ndo diferem
estatisticamente dos demais. Com relagdo a analise bioquimica o
presente trabalho indicou que as sementes de 7. catharinensis
adquirem a tolerdncia a desseca¢do associadas ao actimulo de
reservas protéicas (deidrinas) e de poliaminas, especialmente Put,
as quais possivelmente estdo associadas a manutencdo da
estabilidade das membranas celulares e manutenc¢ao de viabilidade.
Finalmente, este trabalho sugere que estudos adicionais
relacionados ao processo de tolerancia a dessecacdo e
armazenamento de sementes sejam realizados visando a
conservacdo de sementes desta espécie. Os resultados aqui
apresentados sdo os primeiros dados relacionados a fisiologia de



104

sementes de 7. catharinensis. Estes estabeleceram os aspectos da
maturidade fisiologica destas sementes bem como as condi¢des
basicas de germinagdo para uma espécie endémica do campus
sulinos e com potencial ornamental.
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CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

A realizagdo deste trabalho possibilitou a obtencdo de
resultados  importantes relacionados aos aspectos do
desenvolvimento para a formagdo da semente (cipsela) bem como
aspectos fisiologicos e bioquimicos na semente (cipsela) matura de
Trichocline catharinensis.Os resultados obtidos possibilitaram a
compreensdo de varios pontos chaves durante o desenvolvimento
das sementes, em especial aqueles relacionados com as estructuras
do ovulo maturo, embriogenese, formagdo do tegumento,
pericarpo, estructuras de protecao e dispersao nas sementes, assim
como a organizacdo celular dos meristemas e cotilédones do
embrido. Tambem os resultados permitiram a determinagdo do
melhor ponto de coleta das sementes, de acordo a suas
caracteristicas fisiologicas de vigor e viabilidade, anatomicas e
bioquimicas, como seu armazenamento durante um periodo de um
ano sem perder viabilidade.

No capitulo 1, estudando o desenvolvimento das sementes
de T. catharinensis através de microscopia de luz e microscopia
eletronica de transmissdo foi descrito o endothelium, zona
periendothelial e podium, considerados tecidos de importancia
nutricional dentro da familia Asteraceae. A formagao do tegumento
com a exotestas como principal estrutura de prote¢do do embrido
e o pericarpo com células colapasadas devido ao incremento do
embrido, caracteristicas descritas para espécies de dispersdo
anemocorica a qual é de importancia evolutiva na familia. Nas
analises de microscdpia eletronica foi descrito a pluripotencia das
células meristematicas, assim como a caracterizagdo das células
dos cotilédones. No entanto sdo necessarios estudos de
gametogenesis para a determinag@o da origem das estructuras do
ovulo e ovario, assim como de microscopia eletronica de
transmissdo e inmunohistoquimica dos tecidos da zona
periendothelial, endothelium e podium de ovulo maturo e durante
o desenvolvimento embionario que irdo permitir a compreensao do
caracteristicas nutricionais destes tecidos.

No capitulo 2, os resultados obtidos permitem determinar
que as sementes de 7. catharinensis aderidas nas inflorescéncias ja
atingiram a maturidade fisioldgica apresentando um elevado vigor
e viabilidade. Foi também observada a tolerdncia das mesmas a
armazenamento durante um periodo de um ano a +4°C sem perder
o vigor e a viabilidade. Foi observado também que as sementes de
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T. catharinensis apresentam proteinas como produto de reserva, as
quais formam acumuladas em paralelo com as proteinas de
tolerdncia a desseca¢do, como as deidrinas. As poliaminas,
especialmente a Put observada com maior quantidade nas sementes
dispersas-2014 podem atuar conjuntamente com as proteinas de
toleréncia a dessecagdo para a manutencdo do sistema de
membrana durante o processo de armazenamento. De acordo como
os resultados obtidos sugere-se que futuros trabalhos com estudos
especificos sobre fisiologia da tolerancia a dessecacdo e
armazenamento em conjunto com analises do comportamento das
proteinas e poliaminas nestes processos.
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Figura 1. Resumo grafico das conclusdes e perspectivas do

capitulo 1 e capitulo 2.



