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Secagem na viabilidade e desenvolvimento embrionario de sementes de Ilex
paraguariensis

Drying on the viability and embryonic development of Ilex paraguariensis seeds

Maria Cecilia Mireski', Roberta Sales Guedes", Ivar Wendling'",
Martha Lucia Pena Pena'V, Antonio Carlos de Souza Medeiros"

Resumo

A germinacio de erva-mate tem sido apontada como baixa, irregular e lenta, com diferentes graus de
dorméncia, tornando a producio de mudas um grande desafio. Estudos destinados a esclarecer os principais
mecanismos de dorméncia presentes em sementes de erva-mate sdo de grande importancia, porém,
escassos. Diante disso, objetivou-se avaliar os efeitos da secagem na viabilidade e no desenvolvimento
embriondrio de sementes da espécie. A avaliag¢do do efeito da secagem foi realizada mediante determinacao
do teor de dgua, teste de tetrazdlio e desenvolvimento embriondrio. Para avaliar a tolerancia a dessecagio,
as sementes foram acondicionadas em uma bandeja pldstica sem tampa, colocada em prateleira de camara
fria e seca (CFS), regulada com 25 = 3% de umidade relativa do ar e temperatura de 10 = 1°C, por 70 dias. A
cada sete dias, as sementes foram retiradas da CFS e submetidas ao teste de tetrazdlio e a avaliagdo do teor
de dgua. O desenvolvimento embriondrio foi avaliado a partir dos embrides excisados, oriundos do teste de
tetrazolio. O teste de germinacdo foi conduzido no substrato areia, em caixas gerbox, acondicionadas em
camara de germinacao regulada a 25°C e fotoperiodo de 12 horas. Das sementes que ndo foram submetidas
a secagem, apenas 8% germinaram, resultado da imaturidade embriondria das sementes recém-colhidas.
A secagem por 70 dias promoveu o desenvolvimento embriondrio, mas afetou a viabilidade das sementes,
sendo recomendada, portanto, sua secagem por até 49 dias para melhorar a germinagdo e posterior
producio de mudas.
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Abstract

Yerba mate germination has been pointed as low, irregular and slow, with different degrees of dormancy,
making the production of seedlings a great challenge. Studies to clarify the main mechanisms of dormancy
present in yerba mate seeds are of great importance, but scarce. Therefore, we evaluated the effects of
drying on the viability and the embryonic development of the species seeds. We evaluated the drying effect
by determining the water content, tetrazolium test and embryo development. In order to evaluate the
desiccation tolerance, the seeds were stored in a plastic tray without lid, placed on a cold and dry chamber
(CFS) shelf, regulated with 25 + 3% relative humidity and a temperature of 10 = 1 ° C, for 70 days. Every
seven days the seeds were removed from the CFS and submitted to tetrazolium test and water content
evaluation. Embryo development was evaluated from excised embryos, originated from tetrazolium test.
The germination test was conducted on sand substrate, in gerbox boxes placed in a growth chamber
regulated at 25 °C and photoperiod of 12 hours. From seeds not subjected to drying, only 8% germinated,
as a result of embryo immaturity of newly harvested seeds. Drying for 70 days promoted the embryonic
development, but affected the viability of the seeds. Therefore, we recommend drying for up to 49 days to
improve the germination and the subsequent seedling productions.
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Introducao

A espécie Ilex paraguariensis A. St. Hil., popularmente conhecida como erva-mate, € uma
arvore nativa tipica encontrada nas regidoes da Argentina, Brasil e Paraguai (WENDT et al., 2007).
Tanto no Brasil como nos paises de ocorréncia natural, a espécie é tradicionalmente consumida
na forma de bebida. Para tanto, as folhas e ramos finos, depois de secos e triturados, passam
por infusdo a quente ou a frio, preparando as bebidas chimarrdo e tereré, respectivamente, e,
quando as folhas sdo tostadas prepara-se o chd-mate. A espécie tem sido explorada também
para fins estéticos, fitoterdpicos e culindrios, principalmente nos mercados mundiais, incluindo
os Estados Unidos e Europa (BIASI; GRAZZIOTIN; HOFMANN JUNIOR, 2009; BARZOTTO;
ALVES, 2013). Devido a diversidade de uso, em 2014, a produgao brasileira de erva-mate atingiu
em torno de 333 mil toneladas, sendo o maior produtor o Parand, responsavel por 86,3% da
producio nacional, Santa Catarina (7,6%) e Rio Grande do Sul (6,1%) (IBGE, 2015).

As mudas de erva-mate sdo produzidas por sementes, especialmente devido ao menor
custo de producao quando comparado a propagacdo vegetativa (WENDLING; BRONDANI,
2015). Entretanto, a germinacao € irregular, lenta (CATAPAN, 1998) e frequentemente baixa,
com diferentes graus de dorméncia, a qual estd relacionada a uma combinacao de causas como
a imaturidade morfoldgica do embriao (MELLO, 1980), a estrutura do tegumento (FOWLER,;
STURION, 2000) e a presenca de endocarpo lenhoso (MEDEIROS; EIRA, 2006).

O elevado nimero de frutos maduros, cujas sementes (cerca de 99%) possuem o embrido
imaturo € o fator responsavel pela baixa e desuniforme germinacao ao longo do tempo (FOWLER;
STURION; ZUFFELLATO-RIBAS, 2007). Pesquisas apontam que a dorméncia das sementes de
Ilex paraguariensis e I. dumosa também estd associada a consisténcia do endocarpo, a qual dificulta
a germina¢do (DOLCE; MROGINSKI; REY, 2010; 2011). Em estudos realizados com sementes de
L. rotunda e I latifolia, Tezuka et al. (2013) concluiram que had barreiras mecanicas no endocarpo
e presenca de inibidores no endosperma, testa e/ou endocarpo, sugerindo que esta associacao
de fatores impede a germinacgdo destas sementes. Devido a esse conjunto de mecanismos de
dorméncia, presente nas sementes do género Ilex, a producdo de mudas via sementes torna-se um
desafio.

Apesar das informagdes da literatura, ha uma série de questdes que envolvem os
mecanismos morfofisiolégicos da dorméncia das sementes de erva-mate que ainda nao foram
investigados. Neste sentido, tem-se possivelmente a presenga de substancias inibidoras da
germinagao, que se encontram na estrutura do embrido ou do endosperma, como nas espécies
L. rotunda e I. latifolia. (TEZUKA et al., 2013). Tokuhisa et al. (2007) mencionam que substancias
de diferentes categorias quimicas podem ser encontradas em sementes de vdrias espécies,
interferindo no processo germinativo. Bewley e Black (1994) sugerem que o contato com um
substrato umido reduz a influéncia dos inibidores de germinagdo devido a sua lixiviacao.
Assim, supoe-se que ao longo do processo de estratificagido das sementes de erva-mate ocorra a
lixiviacdo dos inibidores da germinacao. Fadimu, Idowu e Ipinlaye (2014), sugerem a aplicacao
de métodos de secagem para promover a volatiliza¢ao destes compostos, sendo considerada uma
das alternativas ao longo periodo de estratificagao.

Outro aspecto importante para as sementes de erva-mate é o conhecimento dos teores
de dgua criticos e letais, pois a compreensao desses fatores € indispensavel para o planejamento
e a execucao da secagem e do armazenamento das mesmas (CARDOSO; ALVES; ALVES, 2015).
Ademais, a perda da viabilidade das sementes estd diretamente relacionada com a tolerancia a
dessecacao, avaliada a partir da determinagao do teor de dgua minimo suportével pelos tecidos
das sementes (PRADO; PEREIRA; JOSE, 2014). J4 para a determinacao da viabilidade e do vigor
da semente, o teste de tetrazdlio tem se mostrado uma alternativa promissora, pela sua qualidade
e rapidez na obtencao dos resultados NOGUEIRA; TORRES; FREITAS, 2014). Diante do exposto,
objetiva-se avaliar o efeito da secagem na viabilidade e no desenvolvimento embriondrio de
sementes de erva-mate.
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Material e métodos

Caracterizacao da area de estudo e obtencao das sementes

O trabalho foi conduzido nos Laboratdérios de Sementes Florestais (LSF), Propagacio de
Espécies Florestais e Patologia Florestal, da EMBRAPA Florestas, no municipio de Colombo -
PR. Os frutos de erva-mate foram colhidos no municipio de Ivai - PR, de 15 drvores-matrizes,
obedecendo a distancia minima de 100 metros entre as mesmas. Posteriormente, os frutos foram
acondicionados separadamente em sacos de polietileno, identificados e transportados para o
LSF, para uma selecao dos maduros (coloragao roxo-avermelhada), os quais foram beneficiados
para a extracdo das sementes, conforme procedimentos descritos por Christin (1988), Zanon
(1988) e Catapan (1998). Para perderem o excesso de dgua obtido na despolpa dos frutos, as
sementes foram secas em condi¢des ambientais naturais (22°C e UR 60%), durante 48 horas.
Posteriormente, foi formado o lote de trabalho, constituido pela mistura das sementes em igual
volume das 15 drvores-matrizes.

Teste de germinagao

Para o teste de germinacao foram utilizadas 400 sementes divididas em 20 repeti¢des de 20
sementes e distribuidas no substrato de areia, o qual foi umedecido com dgua destilada até atingir
60% de sua capacidade de retencdo e as sementes semeadas a 1 cm de profundidade em caixas
de acrilico transparentes do tipo gerbox (11 x 11 x 3,5 cm). O teste de germinacao foi conduzido
em germinador tipo Biological Oxigen Demand (B.O.D.), regulado para temperatura constante de
25°C e fotoperiodo de 12 horas. As avaliacdes foram efetuadas semanalmente apds a instalacao
do teste, por um periodo de 210 dias, quando o experimento foi encerrado. As contagens foram
realizadas, considerando-se como sementes germinadas aquelas que haviam emitido a raiz
primdria e a parte aérea (plantulas normais) e os resultados expressos em porcentagem, conforme
Brasil (2009).

Secagem

Para avaliar os efeitos da secagem na viabilidade e desenvolvimento embriondrio, as
sementes foram acondicionadas em bandeja pldstica (60 x 30 cm) sem tampa, distribuidas em
camadas finas, evitando a sobreposicdo. Em seguida, a bandeja foi colocada em camara fria e
seca regulada nas condi¢des de 25% umidade relativa e temperatura de 10°C, por um periodo
de 70 dias, sendo que a cada sete dias foram retiradas amostras de sementes para realizar os
seguintes testes e determinacgoes:

Teor de dgua (TA): determinado pelo método de estufa a 105 + 3°C por 24 horas, conforme
prescrito pelas Regras para Andlise de Sementes (BRASIL, 2009). O TA inicial também foi
determinado, antes de realizar a secagem, como tratamento controle.

Teste do tetrazolio (TZ): aplicado para determinar a viabilidade dos embrides ao longo dos
periodos de exposicao a secagem, seguindo metodologia sugerida por Catapan (2008), em que o
preparo das sementes para o TZ foi realizado em quatro etapas:

I - Pré-condicionamento: 100 sementes foram imersas em dgua destilada a temperatura
de 30°C por 24 horas; II - Exposi¢do dos tecidos para coloracdo: as sementes foram cortadas
longitudinalmente, préximo ao eixo embriondrio, com auxilio de bisturi e microscépio
estereoscépico, sendo que apenas a parte da semente que abrigava o embrido foi imersa para
coloracao dos tecidos em solucao de TZ; nesta etapa foram descartadas as sementes vazias; 1]
- Coloragdo: as partes das sementes contendo o embrido foram imersas na solucdo de TZ com
concentracao de 0,1%, por 24 horas a 35°C, no escuro; IV - Avaliacdo: as sementes foram lavadas
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em dgua destilada e avaliadas quanto a intensidade da coloragdo e consisténcia dos tecidos
para se obter sua viabilidade. Consideraram-se vidveis as sementes cujo endosperma e embriao
encontravam-se com a coloracao rosa ou vermelho-clara e invidveis as sementes de cor purpura
e branca.

Avaliagdo do desenvolvimento embriondrio: foram utilizados 100 embrides excisados de
cada estdgio de desenvolvimento, oriundos dos testes de tetrazdlio, a cada periodo de secagem.
Os embrides foram extraidos das sementes e analisados em lupa Zeiss (AxioCam) com aumento de
100x. Com auxilio do software “Zen lite 2012” realizaram-se as mensuracdes das dimensoes destes
embrides (comprimento e largura, em mm) e calculada a drea. Em seguida, os embrides foram
classificados em diferentes estdgios de desenvolvimento (Figura 1).

Figura 1 - Dimensdes utilizadas para determinar os estdgios de desenvolvimento
embriondrio das sementes de erva-mate. I - Globular; II - Coracao; III - Pés-coracao; IV -
Torpedo e V - Maduro.

Figure 1 - Dimensions used to determine the embryonic development stages of yerba mate
seeds. I - Globular; IT - Heart; III - Post-heart; IV - Torpedo and V - Mature.
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Delineamento experimental e andlise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente ao acaso, em quatro repetigoes
de 100 sementes cada. Os dados foram submetidos a andlise de variancia e de regressao polinomial,
testando os modelos linear e quadratico, selecionando-se o modelo significativo de maior ordem
(R?).
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Resultados e discussao

A germinacgio das sementes de erva-mate € lenta e irregular, constituindo um problema
que ainda nao foi solucionado e apontado como um dos motivos pelos quais ainda permanecem
dificuldades na producao das mudas. As sementes necessitam de um longo periodo para iniciar o
processo de germinagdo, que, segundo Catapan (1998), pode ser em torno de seis meses, o que pode
ser comprovado neste experimento, uma vez que foi observado apenas 1% de sementes germinadas
aos 150 dias apds o inicio do teste de germinacéo e, aos 210 dias, este percentual aumentou para
8%. Quando o teste foi encerrado aos 210 dias, havia 23% de sementes mortas, 39% de duras e
30% consideradas com potencial de germinagdo que, ao serem avaliadas pelo teste de tetrazdlio,
mostraram embrides vidveis, porém, dormentes.

O baixo percentual de germinagdo das sementes de erva-mate foi relatado em pesquisas
anteriores, o qual foi atribuido a diferentes fatores, como a presenca de substancias inibidoras
(no endosperma e/ou embrido), resisténcia mecanica dos tecidos externos ao embrido (endocarpo),
impermeabilidade a 4gua e imaturidade do embrido (FOWLER; BIANCHETTI, 2000; FOWLER;
STURION, 2000). Assim, na presente pesquisa, a baixa porcentagem de germinagdo das sementes
pode ser atribuida aos mesmos fatores, os quais provavelmente estejam influenciando todo o
processo germinativo.

Ao serem expostas as condi¢cdes de secagem em camara seca e fria (25% UR e 10°C) as
sementes de erva-mate reduziram abruptamente seu teor de dgua em 50%, passando de 10,74% (0
dias) para 5,75% (sete dias). Todavia, nas avaliacdes realizadas entre 0 35° e 0 70° dia, o teor de dgua
médio permaneceu em de 5,0% (Figura 2). Nas sementes sdo identificados cinco tipos ou formas
de dgua, baseado no potencial hidrico e no modo de ligacdo da dgua com as macromoléculas
(VERTUCCI, 1993; MARCOS FILHO, 2015). Com o teor de dgua inicial de 10,74%, as sementes
de erva-mate estdo com dgua do tipo 2, o que torna a secagem inicialmente rdpida. Entretanto,
ao mesmo tempo, varios constituintes celulares destas sementes as tornam mais susceptiveis a
deterioragao, especialmente as reacdes catabdlicas que comumente ocorrem em sementes com
este teor de dgua. Por outro lado, quando o teor de dgua € inferior a 10% (4gua do tipo 1), verificam-
se caracteristicas vitreas e essas reacOes sdo reprimidas (VERTUCCI, 1993). Apds os sete dias de
secagem houve uma desacelera¢do do processo de secagem, sugerindo-se que a ligacao da dgua
com a semente se encontrava mais forte, necessitando de maior energia para a sua evaporagao,
conforme sugerido por Resende et al. (2009).

Figura 2 - Teor de agua das sementes de erva-mate submetidas a secagem em camara fria e
seca (25% UR e 10°C) por 70 dias, Colombo - PR.

Figure 2 - Water content of yerba mate seeds dried in cold and dry chamber (25% RH and 10
°C) for 70 days, Colombo - PR state, Brazil.
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Com relagio a viabilidade das sementes avaliada pelo teste de TZ (Figura 3), verifica-se
que no inicio do experimento havia 66% de sementes vidveis, contudo, esse percentual foi sendo
reduzido conforme a ampliacao do periodo de secagem, chegando a 50% de sementes vidveis no
49° dia. Apds serem submetidas a secagem durante 70 dias, o percentual de sementes invidveis
aumentou de 34% (0 dias) para 58% (70 dias).

Figura 3 - Percentual de viabilidade de embrides em sementes de erva-mate submetidas a
secagem em camara fria e seca (25% UR e 10°C) por 70 dias, Colombo - PR.

Figure 3 - Percentage of embryo viability in yerba mate seeds dried in cold and dry chamber
(25% RH and 10 ° C) for 70 days, Colombo - PR state, Brazil.
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A perda daviabilidade dos embrides estd diretamente ligada a reducao do teor de 4gua das
sementes, associada a exposicdo as condi¢oes de baixa temperatura e umidade relativa durante
a secagem. Este comportamento pode ter sido provocado pela reducao do teor de dgua a niveis
inferiores aqueles considerados criticos, ou seja, quando os valores encontravam-se iguais ou
inferiores aos considerados letais (WALTERS, 2000). Outra explicacdo para reducdo da viabilidade
dos embrides deve-se ao fato de que o processo de secagem pode causar diversos danos as
sementes, dentre eles a desnaturagio de proteinas e danos as membranas (BLACK; PRITCHARD,
2002). Outrossim, a integridade do sistema de membranas é essencial para a manutengido da
viabilidade e caso haja qualquer ruptura indevida, gerada pela perda de dgua durante o processo
de secagem ou durante a fase de embebicdo apds a secagem (KERMODE; FINCH-SAVAGE,
2002), podem ocorrer alteragdes no metabolismo celular das sementes, processos oxidativos e
anomalias devido a perda de estruturas macromoleculares (PAMMENTER; BERJAK, 1999).

Paraexplicaros problemasde dorménciaem sementes de erva-mate hd inimeras hipdteses,
sem, contudo, existirem dados consistentes que direcionem a conclusoes definitivas. Pesquisas
indicaram que o desenvolvimento embriondrio em sementes das espécies do género Ilex pode
estar sendo afetado pela presenca de substancias voldteis ou hormdnios no seu interior, os quais
estariam dificultando a expansdo das células embriondrias e, consequentemente, retardando o
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seu desenvolvimento (TEZUKA et al., 2013). Assim, quando essas substancias forem eliminadas
supOe-se que os embrides possam avancar seu estdgio de desenvolvimento até atingirem o ponto
de germinacgdo (passando do estdgio rudimentar ao maduro), em um menor espaco de tempo.
Uma das alternativas para que esses inibidores possam ser eliminados seria o uso da secagem
controlada, como foi realizada na presente pesquisa, para promover a liberacdo da dorméncia.

E importante ressaltar que ao longo dos 70 dias de secagem, o embrido se desenvolveu
passando do estdgio globular para torpedo. Assim, verificou-se que o desenvolvimento dos
embrides de erva-mate, representado pelas mudancas de forma, evoluiu a medida que se estendeu
o tempo de exposicao a secagem (Figuras 1 e 4). No inicio do experimento (0 dias) registrou-se
um percentual de 44% dos embrides no estdgio globular e 52% no estdgio de coracdo. No entanto,
aos 28 dias, ndo havia mais registros de embrides no estdgio globular e, sim em estdgios de
coragdo (55%) e pds-coracao (45%), que sao mais desenvolvidos. Estes resultados sugerem que a
secagem controlada pode acelerar o desenvolvimento dos embrides porque enzimas associadas
exclusivamente a processos pds-germinativos tém sua producdo induzida pela secagem da
semente durante seu processo de desenvolvimento/maturacao. Assim, torna-se fundamental que
a dessecagdo seja controlada (BARBEDO; MARCOS-FILHO, 1998) porque pressupde-se que
substancias voldteis podem estar presentes no interior da semente. Desta forma, supde-se que as
condicdes de secagem (25% UR e 10°C) podem neutralizar ou até eliminar essas substancias e,
assim, promover o desenvolvimento do embrido.

Figura 4 - Estagios de desenvolvimento do embrido em sementes de erva-mate submetidas a
secagem em camara fria e seca (25% UR e 10°C) por 70 dias. Colombo - PR.

Figure 4 - Embryo development stages in yerba mate seeds dried in cold and dry chamber (25%
RH and 10 ° C) for 70 days. Colombo - PR state, Brazil.
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Uma hipdtese que pode explicar o bloqueio no crescimento do embrido € o fato de os
tecidos que circundam ou aqueles do préprio embrido podem restringir a entrada de O, e a saida
de CO,, interferindo na respiragdao da semente. Dias (2005) relatou que esta impermeabilidade
aos gases pode ser atribuida aos compostos fendlicos existentes no envoltdrio da semente que
retém o O,, reduzindo a disponibilidade desse gds para o embriao.

No presente estudo observou-se que, aos 49 dias de secagem, a reducao da viabilidade das
sementes de erva-mate ainda nao foi tao significativa. Ademais, o desenvolvimento embriondrio
amplia-se ao longo desse tempo e, portanto, sugere-se que em novas pesquisas utilize-se a
secagem em camara seca e fria durante 49 dias.

Conclusao

A secagem das sementes de erva-mate durante 70 dias reduziu a viabilidade dos embrides
em 24%. Entretanto, o desenvolvimento embriondrio foi favorecido pela secagem por até 49 dias,
o que pode melhorar a germinacéo e posterior producdo de mudas.
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