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RESUMO

MIRANDA, Rafaela Marques, M.Sc., Universidade Federal de Vigosardevele
2015.Qualidade fisiologica, anatomia e histoquimica durante o desenvolvimento
de sementes de cenoura (Daucus carota LQrientadora: Denise Cunha Fernandes
dos Santos Dias. Coorientadores: Edgard Augusto de Toledo éatiey Marcos
Nascimento.

A determinacdo do ponto de maturidade fisiologica e o0 momento ideal para a
colheita das sementes sdo fundamentais para a obtencdo de sementes de elevada
qualidade fisiologica. Este fator é crucial em sementes de cenoura, uma vez que a
planta ndo tolera o transplantio sendo estabelecimento da cultura feito
obrigatoriamente por meio de semeadura direta no campo. O objetivo do presente
trabalho foi avaliar as alterac@es fisicas, fisiologicas, anatémicas e histoquimicas em
sementes de cenoura colhidas em diferentes estaddios de desenvolvamento
estabelecer a época mais adequada para a colheita das sementes. As sementes foram
produzidas em Brasilia, DF, onde foram colhidas 10 umbelas secundarias, ao acaso,
de diferentes plantas de cermgultivar Brasilia, em oito épocas distintas: aos 14,

21, 28, 35, 42, 49, 56 e 63 dias apés a antese (DAA). Para a caracterizacdo anatémica
e histoquimica, as sementes foram processadas de acordo com as técnicas usuais em
microscopia de luz e os cortes foram corados com Azul de toluidina, Xylidine
Ponceau (XP), Lugol, Sudan black B e submetidos a luz polarizada. Para avaliacédo
das alteracbes fisicas e fisioldgicas, as sementes foram submetidas aos seguintes
testes e determinacdes: grau de umidade, matéria seca de semente, germinacao,
primeira contagem de germinacdo, envelhecimento acelerado, emergéncia de
plantula, indice de velocidade de emergéncia (IVE) e matéria seca de plantula. Os
dados foram submetidos a analise de variancia e regressao. Sementes de cenoura
cultivar Brasilia, aos 14 DAA, encontram-se em fase de divisdo e expansao celular e
apesar da reduzida matéria seca de sementes, substancias de reservas como lipidios
foram identificados no endosperma. Aos 21 DAA, além de lipidios, substancias de
reserva como proteina e amido formam identificadas. Com o processo de
desenvolvimento das sementes ocorre deposi¢cao de lignina nas células do endocarpo,
esta camada colapsada e lignificada representa a camada de resisténcia das sementes.
Na maturidade fisiolégica, o endosperma ocupa praticamente todo volume das
sementes, onde sdo armazenadas substancias de reserva com lipidios, proteinas e

carboidratos na forma de amido. O embrido ocupa uma pequena regiao cilindrica e o

Vi



tegumento apresenta uma unica camada de células. A maturidade fisiol6gica de
sementes de cenoura, representada pelo maximo acumulo de matéria seca, ocorreu 0s
35 DAA. Nesta fase, as sementes apresentaram 56% de grau de umidade e a
coloracdo do pericarpo era verde-amarédlomaxima qualidaddisiologica das
sementes, representada pela germinacéo e vigor maximos, ocorreu aos 30 DAA, um
pouco antes da maturidade fisiol6gica. Assim, a época ideal para a colheita das
sementes de cenoura cultivar Brasilia nas condi¢cdes de Brasil@ap@rtir dos 35

DAA, onde as sementes apresentam maximo conteudo de matéria seca e maxima

qualidade fisiolégica.
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ABSTRACT

MIRANDA, Rafaela Marques, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February,
2015.Physiological quality, anatomy and histochemical during development of
carrot seeds (Daucus carota L.)Adviser: Denise Cunha Fernandes dos Santos
Dias. Co-advisers: Edgard Augusto de Toledo Picoli and Warley Marcos
Nascimento.

The determination of physiological maturity and the ideal harvest time are essential
for obtaining high physiological seed quality. This factor is crucial for carrot seeds
due to crop establishment be done through direct seeding, since the plants do not
tolerate transplanting. The objective of this study was to evaluate the physical,
physiological, anatomical and histochemical changes in carrot seeds harvested at
different stages of development and establish the most appropriate time for
harvesting the seeds. The seeds were produced in Brasilia, DF, where they were
harvested 10 secondary umbels at random from different carrot cultivar Brasilia, in
eight different times: at 14, 21, 28, 35, 42, 49, 56 and 63 days after anthesis (DAA).
The seed anatomical and histochemical characterization were processed according to
the usual techniques in light microscopy and the sections were stained with Toluidine
blue, Xylidine Ponceau (XP), Lugol, Sudan Black B and submitted to polarized light.
In order to physical and physiological changes, the seeds were submitted to the
following tests and determinations: moisture contemtdsiry weight, germination,

first count of germination, accelerated aging, seedling dry weight, speed emergence
index and seedling of emergence. The data were subjected to analysis of variance
and regression. Carrot seed cultivar Brasilia, at 14 DAA, are in division and cell
expansion phase. In addition, substances such as lipids were identified in the
endosperm, despite the low dry matter seed reserve. At 21 DAA, also identified
reserve substances such as protein and starch. Along with the seed development
process, occurs the deposition of lignin in the endocarp cells, and this collapsed
lignified layer represents the resistance layer of the seeds. In physiological maturity,
the endosperm occupies almost all volume of seeds, which are stored reserve
substances with lipids, proteins and carbohydrates in the form of starch. The embryo
occupies a small cylindrical region and the integument shows a single layer of cells.
The physiological maturity of carrot seeds, represented by the maximum dry matter

accumulation, occurs at 35 DAA. At this time, the seeds have 56% moisture content
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and the color of the pericarp is yellow-green. The maximum seed quality,
represented by the germination and vigor maximum, occurred@ABQ just before
physiological maturity is reached. Thus, the ideal time to harvest the seeds grow in
the conditions of Brasilia, DF, is from 35 DAA, where the seeds have maximum dry

matter content and maximum physiological quality.



1. INTRODUCAO

A cenoura (Daucus carota L.) é uma hortalica de grande relevancia
econbmica, estando entre as dez mais produzidas no Brasil. Em 2012, foram
produzidas aproximadamente 700 mil toneladas. Neste mesmo ano, o0 mercado de
sementes de cenoura movimentou 42,7 milhdes de reais, o que representa o terceiro
lugar em movimentacdo de capital entre as sementes de hortalicas no pais
(ABCSEM, 2014).

A cenoura pertence a familia Apiaceae, possui planta com crescimento
indeterminado e inflorescéncia tipo umbela composta. O fruto € um di-aquénio, em
que os dois aquénios se separam na maturidade e cada um d& origem ao que se

denomina de semente (Viggiano, 1990).

As cultivares de cenoura necessitam de baixas temperaturas e fotoperiodo
crescente para inducdo ao florescimento e producdo de sementes. As nesessidade
em temperatura e fotoperiodo sdo especificas para cada cultivar e cultivares de veréo
sdo menos exigentes em frio que as cultivares de inverno. No Brasil, em condi¢cdes
naturais, apenas sementes de cultivares de verdo podem ser produzidas e as sementes

de cultivares de inverno s&o supridas com importacao (Carvalho et al., 2014).

Induzida ao florescimento, a planta passa da fase vegetativa para a fase
reprodutiva, emitindo uma haste ou pendao floral que termina em uma inflorescéncia
tipo umbela, denominada umbela central, primaria ou de primeira ordem. A partir
desta, surgem ramificacdes que terminardo em umbelas secundérias ou de segunda
ordem. Dessas ramificacdes surgem novas que serdo as umbelas terciarias ou de
terceira ordem, e assim sucessivamente. As umbelas de diferentes ordens tém
florescimento, antese e maturacdo de sementes em épocas cronologicamente
diferentes, iniciando pela umbela priméaria, seguida pelas secundarias e assim
sucessivamente (Hawthorn et al., 1962). Além disso, o florescimento dentro de cada
umbela individual ndo € uniforme (Carvalho et al., 2014).

Quanto a contribuicdo da ordem das umbelas na producéo total de sementes
de uma planta, as umbelas secundarias sdo responsaveis pela maior parte da
producdo, em funcdo do nimero de umbelas por planta e do tamanho das sementes
(Panayotov, 2010). Nascimento (1991) relatou que as umbelas primarias,

secundarias e terciarias contribuiram com 11,0%, 58,0% e 31,0%, respectivamente,



da producdo total de sementes da cultivar Brasilia. Relatou tambéma que
germinacdo e o vigor das sementes decresceram a medida que aumentava a ordem

das umbelas.

O sucesso da producéo de olericolas depende, dentre outros aspectos, de um
adequado estabelecimento de plantulas no campo, fator diretamente relaciomado co
a qualidade das sementes. O estabelecimento da cultura da cenoura é feito
obrigatoriamente por meio de semeadura direta, jA que a planta ndo tolera o
transplantio. Neste caso, as sementes sdo semeadas diretamente no local definitivo,
sobre canteiros. Assim, a utilizacdo de sementes de elevada qualidade fisiologica e
sanitdria é fundamental neste sistema de plantio para se assegurar um estande
adequado, uniforme, o qual terd reflexos positivos sobre o desenvolvimento das
plantas e, consequentemente, sobre a producdo final e padronizacdo do produto

colhido.

Um dos fatores que influencia a qualidade das sementes € a colheita na época
adequada, que pode minimizar os efeitos da deterioracdo causados pela permanéncia
das sementes no campo, além de diminuir a propor¢do de sementes imaturas no lote
devido a colheita precoce (Vidigal et al., 2009). Assim, estudos relacionados ao
processo de maturacdo de sementes sao fundamentais para se estabelecer o ponto em
gue as sementes atingem a maxima qualidade fisiolégica e determinar a época ideal

de colheita.

O ponto de maturidade fisiolégica tem sido caracterizado por alguns autores
como 0 momento em que as sementes atingem o maximo acumulo de matéria seca,
caracterizando que cessou a translocacdo de assimilados da planta para a semente
(Harrington, 1972; Tekrony et al., 1980; Demir e Ellis, 1992). Neste ponto, a
deterioracdo da semente é minima, podendo ou ndo coincidir com a maxima
qualidade fisiologica, ou seja, maximo de germinacdo e vigor (Carvalho e

Nakagawa, 2000).

Gray et al. (1984), avaliando o desenvolvimento do endosperma e do embrido
da semente de cenoura, relatam que o maximo conteddo de matéria seca ocorre aos
35 dias apos antese (DAA). Neste momento, o pericarpo apresenta-se verde e menos

de 50% das sementes apresentam-se viaveis. As sementes adquirem capacidade de



germinar entre 21 e 35 DAA e a porcentagem de germinacdo aumenta
gradativamente até 79 DAA.

Em estudos com cultivares de cenoura desenvolvidas no Brasil, Pessoa et al.
(1987) relataram que o melhor momento para a colheita de sementes de cenoura da
cultivar Brasilia situa-se entre 49 e 63 DAA. Sementes da cultivar Alvorada em
condicdes tropicais apresentaram maximo acumulo de matéria seca aos 49 DAA e
nesta fase o grau de umidade € elevado, aproximadamente 64%. A maxima qualidade
fisiologica € atingida entre 49 e 56 DAA, quando a geminacdo e 0 vigor sao
méaximos e o grau de umidade das sementes esta proximo a 10% (Nascimento et al.,
2003).

A familia Apiaceae apresenta plantas com crescimento indeterminado,
apresentando sementes com maturacao desuniforméaemanhos diferentes, além
disso, o embrido € pouco desenvolvido, o que reflete diretamente na porcentagem e
velocidade de germinagdo. Assim, um lote de sementes apresenta diferentes niveis de
mauracdo e sementes de diversos tamanhos, o que dificulta a determinacédo da época
ideal de colheita e a producdo de sementes de elevada qualidade fisioldgica, sendo
necessarias pesquisas sobre maturacao de sementes que busquem esclarecer a melhor

época para colheita de sementes de elevada qualidade fisiologica.

Estudos sobre maturacdo de sementes com outras espécies da familia
Apiaceae também tem sido realizados. Em sementes de coentro (Coriandrum
sativum), a maturidade fisioldgica ocorreu entre 42 e 44 dias ap6s o florescimento
guando as sementes apresentaram grau de umidade em torno de 28,0%. No entanto, a
colheita das sementes pode ser realizada até 50 dias ap6s o florescimento, quando as
sementes apresentavam 14,0% de umidade (Sousa et al., 2011). Sementes de chicoria
da Amazonia (Eryngium foetiduim) atingem maximo de matéria seca e germinacao
simultaneamente aos 40 DAA. Nesta fase, as sementes ainda apresentam alto grau de
umidade (aproximadamente 25,0%), sendo recomendada a colheita apés a
maturidade fisiol6gica e antes da degrana que se inicia apés 65 DAA (Ekpong e
Sukprakarn, 2006). Sementes de endro (Anethum graveolens L.) atingem o maximo
de matéria seca aos 35 DAA com grau de umidade 67% (Ekpong e Sukprakarn,
2008).



Caracteristicas fisicas como a cor das sementes tém sido utilizadas como
ferramenta para determinar o melhor momento para a colheita. George (1985) e
Rubatzky et al. (1999) utilizam a cor das sementes como indicativo pratico da
maturidade fisiolégica de sementes de cenoura e afirmaram que estas sdo marrons
quando maduras. Perleberg et al. (2001) observaram que sementes de cenoura com
menor teor de clorofila no pericarpo apresentam maior germinagéo. Sementes de
chicéria da Amazoénia (Eryngium foetidum) l(Ekpong e Sukprakarn, 2006), eadr
(Anethum graveolens.) (Ekpong e Sukprakarn, 2008) e erva-doce (Foeniculum
vulgare Mill.) (Azevedo et al.,, 2010) também possuem coloragdo marrom na
maturidade fisioldgica. Sementes de salsa (Petroselinum cigpomo pericarpo

com coloracdo amarela e preta na maturidade fisiologica (Oliveira et al., 2013).

O processo de desenvolvimento das sementes envolve além das alteracdes
fisicas e fisioldgicas, as quais sdo mais estudadas, mudancas morfolégicas,
histoquimcias e bioquimicas até que a maturidade fisiol6gica seja atingida. Segundo
Bewley et al. (2013), o desenvolvimentasdementes pode ser dividido em trés
fases distintas apos a fertilizacdo do ovulo: histodiferenciacdo, durante a qual séo
formados os tecidos da semente, sendo intensas as divisdes celulares; deposi¢cao de
reserva, caracterizada pelo acumulo de matéria; ssagem ou dessecagao

caracterizada por perda de agua e reducao do metabolismo das sementes.

7

Para compreender o processo de maturacdo das sementes é importante
também considerar as mudancas anatdbmicas e histoquimicas que ocorrem desde a
fecundacdo do 6vulo até o momento da colheita. Estudo do desenvolvimento floral,
relacionado com a formacdo e arranjo das pecas florais, foi desenvolvido por
Borthwick et al.(1931). O desenvolvimento do macrogametéfito, com a sequéncia
em que as células embrionarias se dividem e o desenvolvimento do tubo m@rtinico
cenoura foram realizados por Borthwick (1931) e Lackie e Yeung (1€86étudo,
sdo escassos 0s estudos que descrevem as mudancas anatdmicas, estruturais e
histoquimicas que ocorrem durante o processo de desenvolvinasgententes de

cenoura e suas relacbes com as alteracdes fisicas e fisiologicas.

Saenz de Rivas e Heywood (1974), em trabalho de carater taxinbmico sobre
0 género Daucus, descream caracteristicas anatdmicas dos frutos e das sementes
deste género. Corner (1976), em extensa publicacdo sobre anatomia das sementes de

Dicotiledbneas, relatou os aspectos gerais dos 6vulos e das sementes da familia

4


http://pt.wikipedia.org/wiki/Philip_Miller

Umbelliferae (Apiaceae). Em estudos mais recentes, Bercu e Broascd (2012)
comparaam caracteristicas anatdbmicas de frutos de cinco espécies da familia

Apiaceae, dentre elas a cenoura.

De acordo com Panayotov (2010), sementes de cenoura provenientes de
umbelas secundarias apresentam na maturidade, aproximadamente, 14% de proteina,
11% de acUcar e 17% de lipidios. Estes dados foram obtidos a partir de analises
quimicas, ndo constando informacdes sobre a localizac&o celular destas reservas e a
caracterizacdo histoquimica durante as diferentes fases de desenvolvimento das

sementes de cenoura.

Diante do exposto, 0 objetivo desta pesquisa foi avaliar as alteracbes
anatémicas, histoquimicas, fisicas e fisioldgicas que ocorrem durante o processo de
maturacdo de sementes de cenoura da cultivar Brasilia, e estabelecer a época mais
adequada para a colheita das sementes em condi¢cdes de Brasilia, DF, visando a
producdo de sementes de elevada qualidade fisioldgica.



2. MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas sementes de cenoura da cultivar Brasilia provenientes de
um campo de producdo de sementes basicas instalado na area experimental da
Embrapa Hortalicas - Brasilia, DF a 1.004 metros de altitude com as seguintes
coordenadas5?55’°46,58”S e 48°08°26,84”W. O campo de produgdo foi conduzido
segundo recomendacdes basicas para a producdo de sementes de cenoura.

Em uma primeira etapa, foi instalado um campo para a producéo de raizes,
sendo a semeadura realizada em canteiros em 20 de novembro de 2012. Antes da
semeadura foi feita a adubacgéo de plantio baseada nos resultados da analise de solo,
empregando-se 160 ¢fnda formula NPK 08016 + B e Zn. A adubacdo de
cobertura foi feita aos 35 dias apds a semeadura com sulfato de amonio na dosagem
de 40 kg/ha. Aos 33 dias apdés a semeadura foi feito o desbaste nas linhas de
semeadura deixando-se uma planta a cada 10 cm. A irrigagéo foi feita por aspersao,
quando necessaria, ndo tendo sido utilizados produtos para o controle de pragas e
doencas. As plantas daninhas foram controladas com a aplicacao do herbicida Afalon
(Linuron) na dose de 2,2 L/ha, aos quatro dias apds a semeadura. A colheita das
raizes foi realizada em 27 de fevereiro de 2013. As raizes foram selecionadas para o
padrdo Nantes de raizes, ou seja, as menos conicas, lisas, sem ombro verde,

comprimento entre 16-22 cm e diametro aproximado de 3,0 cm.

No dia seguinte a colheita, as raizes foram vernalizadas em camara fria sob
temperatura proxima a 6° C e 90% de umidade relativa por 50 dias. ApOs este
periodo, as raizes foram plantadas no campo em 18 de abril de 2013, utilizando-se o
sistema de plantio em leiras com 30 cm de altura, as quais foram levantadas com o
auxilio de um sulcador. A adubacdo de plantio foi feita conforme resultados da
analise do solo. Assim que as plantas emitiram as primeiras folhas iniciou-se a
irrigagao por gotejamento, adotando-se um turno de rega de cerca de quatro horas
semanais até o inicio da maturacdo das umbelas. O campo foi mantido livre de

plantas daninhas com capina manual.

Por ocasiao do florescimento, iniciado em junho de 2013, as umbelas foram
marcadas previamente na antese (estigma bifido). Na emisséao das primeiras umbelas
foi realizada a adubacéo de cobertura com sulfato de aménio na dosagem de 15

g/metro linear.



Foram colhidas 10 umbelas secundarias, ao acaso, de diferentes plantas, em
oito estadio de desenvolvimento: aos 14, 21, 28, 35, 42, 49, 56 e 63 dias ap0s a
antese (DAA). As umbelas permaneceram 72 h em estufa de secagem, a 32°C, e apos

esse periodo foi realizada manualmente a trilha e a limpeza das sementes.
2.1Avaliacdo da qualidade fisiologica

A avaliacdo da qualidade fisioldgica foi realizada no Laboratério de Analise
de Sementes do Departamento de Fitotecnia, da Universidade Federal de Vicosa
(UFV), em Vicosa/MG. As sementes obtidas nos diferentes estadios de

desenvolvimento foram submetidas aos seguintes testes e determinagoes:
2.1.1 Grau de umidade

Determinado pelo método da estufa a 105 + 3 °C por 24 horas, com trés
subamostras, segundo as Regras para Analise de Sementes (Brasil, 2009). Os

resultados foram expressos em porcentagem (base Umida).
2.1.2 Matéria seca de semente

Foi determinada juntamente com o grau de umidade das sementes (Brasil,
2009), e consistiu do peso médio final das subamostras apos secagem a 105 + 3°C

por 24 horas. Os resultados foram expressos em mg/semente.
2.1.3 Germinagéao

Conduzido com quatro subamostras de 50 sementes, distribuidas sobre duas
folhas de papel germitest umedecidas com agua destilada, na proporcéo de 2,5 vezes
0 peso do papel seco, em caixas plasticas (tipo gerbox). As caixas foram mantidas
em germinador a temperatura de 20°C, computando-se a porcentagem de plantulas
normais no sétimo e décimo quarto dia ap6s a semeadura. As avaliacdes foram

efetuadas de acordo com as Regras para Analise de Sementes (Brasil, 2009).
2.1.4 Primeira contagem de germinacao

Conduzido juntamente com o teste de germinagdo, computou-se a

porcentagem de plantulas normais aos sete dias apds a semeadura.
2.1.5 Envelhecimento acelerado

Foram utilizadas caixas tipo gerbox com compartimento individual,

possuindo no interior uma bandeja com tela onde as sementes, apds pesadas em



balanca de precisdo, foram distribuidas de maneira a formarem uma camada
uniforme. Dentro de cada caixa gerbox foram adicionados 40 mL de adgua destilada, e
as caixas colocadas em uma camara tipo BOD, regulada a temperatura constante de
41° C por um periodo de 24 horas. Decorrido este periodo, as sementes foram
submetidas ao teste de germinacao, conforme descrito anteriormente, realizando-se a
avaliacdo no sétimo dia apds a semeadura. Os resultados foram expressos em

porcentagem de plantulas normais.
2.1.6 Emergéncia de plantulas

Conduzido em casa de vegetacéo, sendo a semeadura realizada em bandejas
de isopor contendo solo e areia na proporcao 1:1, utilizando-se quanto subamostras
de 50 sementes. O resultado foi expresso em porcentagem de plantulas normais

emergidas no décimo quarto dia apds a semeadura.
2.1.7 indice de velocidade de emergéncia

Conduzido juntamente com o teste anterior onde, a partir do inicio da
emergéncia foram realizadas avaliacbes diarias, computando-se o numero de
plantulas emergidas até a estabilizacdo do estande que ocorreu no décimo quarto dia
apos a semeadura. O calculo do indice de velocidade de emergéncia de plantulas foi
efetuado usando-se a formula de Maguire (1962):

IVE—EI+EE+ +51rl
N1 N2 Nn

Em que:
IVE — indice de Velocidade de Emergéncia;

El, E2,... En - NUumero de plantulas normais emergidas contabilizadas na primeira,

segunda, até a ultima contagem;
N1, N2,... Nn - Numero de dias decorridos da semeadura ao primeiro, segundo, até o
altimo dia.
2.1.8 Matéria seca de plantula

Conduzido com as plantulas provenientes do teste anterior (IVE), consistiu da
secagem das plantulas em estufa com circulagéo de ar, a 60° C até peso constante

Em seguida, as plantulas foram pesadas em balanca com precisdo de 0,0001g. Os

resultados foram expressos em mg/plantula.



2.1.9 Delineamento experimental e andlise estatistica

Utilizou-se delineamento inteiramente casualizado, com quatro repeticdes
para a maioria das variaveis analisadas, exceto para o grau de umidade e massa de
matéria seca por semente, realizado com trés repeticdes. As analises foram realizadas
com auxilio do programa estatistico SAS (Delwiche e Slaughter, 2003). Os valores
obtidos para cada uma das variaveis foram submetidos a teste de normalidade e
homogeneidade, que indicaram a ndo necessidade de transformacédo dos dados. Em
seguida, foram submetidos a analise de variancia e regresséo, em nivel de 5% de
probabilidade, pelo test “F”. As estimativas dos parametros da regressdo foram

analisadas pelo teste “t” em nivel de 5% de probabilidade.
2.2Caracterizacao anatbmica e histoquimica

As analises anatbmicas e histoquimicas foram realizadas no Laboratério de
Anatomia Vegetal do Departamento de Biologia Vegetal, da Universidade Federal de
Vigosa (UFV), em Vigosa/MG.

As sementes obtidas nos diferentes estadios de desenvolvimento foram
fixadas em FAAy, por 72 h e estocadas em etanol 70% (Johansen, 1940).
Posteriormente, foram desidratadas em série etilica crescente e incluidas em
metacrilato (Historesin Leica) de acordo com as recomendacgdes do fabricante. O
material foi seccionado em cortes transversais e longitudinais em micrétomo rotativo
com 5 um de espessura. Para caracterizacao anatbmica, os cortes foram corados com
Azul de toluidina (OBrien et al., 1964) e montado sob laminula com resina sintética
(Permount). Para as analises histoquimicas, os cortes foram submetidos aos seguintes
reagentes/corantes: dupla coracdo de Azul de toluidina com reagente de Lugol para
deteccdo de amido (Johansen, 194Xylidine Ponceau (XP) para deteccao de
proteinas totais (Vidal, 1977). Os cortes transversais também foram submetidos a luz

polarizada para deteccao de amido (Johansen, 1940).

Para deteccdo de lipidios, as sementes fixadas emyfétAm seccionadas
transversalmente a 40 pm em criomicrotomo. Para este procedimento, as amostras
foram transferidas e esto@a@dm solugdo de sacarose “overnight”, com o intuito de
aumentar o potencial osmatico das células, evitando possiveis danos aos tecidos

durante o congelamento em que o material vegetal € submetido durante o



procedimento. Os cortes dos diferentes estadios de desenvolvimento foram corados
com Sudan black B (Pearse, 1972).

A observacdo e a obtencdo de imagens (parte anatdomica/estraitural
histoquimica) foram realizadas em fotomicroscopio (modelo AX70 TRF, Olympus
Optical, Tokyo, Japao) com sistema U-PHOTO, acoplado a uma céamera digital
(modelo AxionCan, Carl Zeiss, Gena, Alemanha) e a um microcomputador.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A figura 1 apresenta o aspecto visual das sementes de cenoura, da cultivar
Brasilia, colhidas aos 14, 21, 28, 35, 42, 49, 56, 63 DAA. Aos 14 DAA as sementes
apresentavarseverde claro, de 21 a 28 DAA as sementes eram verdes, aos 35 DAA

verde-amarelas e a partir dos 42 DAA apresentavam-se completamente marrons.

Figura 1. Aspecto visual das sementes de cenoura, cultivar Brasilia, colhidas em eliferent

estadios de desenvolvimento (DAA).

As sementes de cenoura sao envoltas por pericarpo formado por epicarpo,
mesocarpo e endocarpo, estas pecas sdo fundidas e unidas parcialmente a semente
(Bercu e Broasca, 2012). Aos 14 DAA é possivel identificar cada uma dessas
camadas de células do pericarpo (Figuras 2 A e C). Nesta fase, as sementes em inicio
de desenvolvimento ndo ocupam todo espaco delimitado pelo pericarpo (Figura 2 A),

0 tegumento apresenta uma Unica camada de células (Figura 2 A, seta) e o
endosperma encontra-se em na fase de divisdo e expansado celular. O embrido, em
inicio de formacdo, ocupa um pequeno volume da semente, nele pode ser
reconhecido o suspensor, voltado para a regido micropilar, e o embrido propriamente

dito na porgao mais distal (Figuras 2 Be D
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Figura 2. Cortes de sementes de cenoura corados com Azul de toluidina em diferstéttios de
desenvolvimento: 14 DAA (A-D), 21 DAA (E-G), 28 DAA (H-J). Aspectergl das sementes em
corte transversal aos 14 DAA (A), 21 DAA (E), 28 DAA (H). Aspectmbdas sementes em corte
longitudinal aos 14 DAA (B). Detalhe do pericarpo e endosperma em cogituttinal aos 14 DAA
(C). Detalhe do embrido em corte longitudinal aos 14 DAA (@talhe da lignificacdo do endocarpo
em corte transversal aos 21 DAA (F) e 28 DAA (l). Detalhe do tegunadantemente aos 21 DAA
(G). Detalhe do embrido em corte transversal aos 28 DAA (J). CT, cotilé&dnendosperma; EM,

embrido; EP, epicarpo, ME, mesocarpo; seta, tegumento; (*), endocarpo.

Aos 21 DAA inicia-se o processo de deposicdo de lignina nas paredes
celulares do endocarpo (Figuras 2 E e F, coloracdo esverdeada). O endosperma

continua em divisdo e expanséao celular, e o embrido, mais desenvolvido que na fase
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anterior, apresenta os dois cotilédones evidentes (Figura 2 E). O tegumento nao
multiplicativo apresenta uma Unica camada de células até as sementes maduras. Aos
28 DAA o endosperma apresenta-se bem desenvolvido (Figura 2 H) e intensifica-se a
deposicdo de lignina nas células do endocarpo, onde as células apresentam-se
colapsadas e lignificadas (Figura 2 1), sendo esta a camada de resisténcia das
sementes. Dos 28 DAA aos 35 DAA praticamente n&o ocorrem alteracdes
anatdémicas nas sementes, o que pode ser evidenciado pela comparacédo das figuras
He 3A.

Aos 35 DAA o endosperma ocupa praticamente todo volume da semente,
com excecao de uma pequena regido cilindrica ocupada pelo embrido (Figura 3 A
O embrido apresenta eixo hipocotilo-radicula reto e cilindrico, plumula
indiferenciada e cotilédones, protoderme e procambio distinguiveis (Figuras 3 A, C,
D e E). Aos 63 DAA o pericarpo apresenta-se parcialmente colapsado (Figuras 3 F e
G).

Através das andlises histoquimicas foi possivel observar que os compostos de
reserva sdo armazenados principalmente no endosperma. Em fases iniciais de
desenvolvimento, as 14 DAA, a presenca de graos de amido néao foi identificada pela
dupla coloracdo de Azul de toluidina e Lugol e também né&o foi identificada com a
luz polarizada (Figuras 4 A e)BAos 21 DAA, é possivel observar a presenca de
pequenos e pontuais graos de amidos dispersos nas células do endosperma (Figuras 4
C e D). Aos 28 DAA os graos de amido apresentam-se mais evidentes, indicando um
possivel aumento no acumulo de tais substancias no endosperma (Figuras 4 E e F).
Este composto permanece presente no endosperma durante o desenvolvimento das
sementes (Figuras 4 G, H, | e J). A identificacdo dos grédos de amido foi realizada
através da dupla coloracdo com Azul de toluidina mais o reagente de Lugol, corando
os grdos de amido de negro (Figuras 4 A, C, E, G e I). Com a luz polarizada é
possivel identificar os grdos de amido através da visualizacdo de estruturas esféricas
brilhantes com uma cruz escura no centro (Figuras 4 B, D, F, H e J) (Banks e Muir,
1980).
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Figura 3. Cortes transversais de sementes de cenoura colhidas aos 35DAA coradasutala
toluidina (A e B)e corado conXP (C). Cortes longitudinais de sementes de cenoura colhidas aos 49
DAA corados com Azul de toluidina (DE. Cortes transversais de sementes de cenoura colhidas aos
63 DAA corados com Azul de toluidina (F e G). Aspecto geral da sementerentraasversal (A) e

em corte longitudina(D). Detalhe da lignificacdo do endocarpo (B). Detalhe do embrido em corte
transversal (C) e em corte longitudin&l).(Aspecto geral da semente em corte transversal aos 63
DAA (F). Detalhe do pericarpo colapsado (G). CT, cotilédone; ED, eadusp EHR, eixo
hipocétilo radicula; EP, epicarpo; ME, mesocarpo; PC, procambio; Piderme; RP, regido da
plimula; (*), endocarpo.
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AZUL DE TOLUIDINA + LUGOL LUZ POLARIZADA

14 DAA

21 DAA

35 DAA

Figura 4. Cortes transversais do endosperma de sementes de cenoura colhidaBAAgA4 B),
a0s21 DAA (C e D), ao28 DAA (E e F), aos 35 DAA (G e H) e aos 63 DAA (I e J).Cortes corados
Azul de toluidina mais reagente de Lugol para identificacdo de amido (A, G, &) e cortes
submetidos a luz polarizada para identificacdo de amido (B, D, F, H e J). GAlegaémdo.
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Ha& uma tendéncia de aumento de conteudo proteico durante os estadios de
desenvolvimento das sementes. As proteinas sdo acumuladas em corpos proteicos e
podem ser observadas nas células parenquimaticas do endosperma a partir de 21
DAA (Figura 5 C). Aos 28 DAA pode ser observada uma grande quantidade de
material proteico disperso pelo citoplasma das células (Figurg 8 & mesmo
padrdo de deposicdo é mantido durante o processo de maturacdo das sementes
(Figura 5 Gel).

As sementes de cenoura sdo reconhecidas por possuir endosperma rico em
6leo (Corner, 1976), assim como outras sementes da familia (Ross e Murphy, 1992).
Assim, os lipidios representam a principal fonte de reserva em sementes de cenoura,
estando presente nas sementes logo nas fases iniciais de desenvolvimento, aos 14
DAA (Figuras 5 B). Esta fonte de reserva estd presente durante o processo de
desenvolvimento e mantém-se presente nas sementes até 63 DAA (Figu@ 5 J).
lipidio € acumulado nas células do endosperma em corpos lipidicos (Graham, 2008).
Parte do citoplasma onde se localizam os corpos lipidicos (ndo visiveis em
microscopia de luz) reage com o corante Sudan Black B (Figuras5 B, D, F,He J) e
gotas lipidicas sao formadas durante o seccionamento do material. Segundo Dutta et
al. (1991), um rapido aumento da deposicao de lipidios comeca cerca de 21 dias apos

a polinizacéo e continua até 35 dias apdés a polinizagéo.
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35 DAA 28 DAA 21 DAA 14 DAA

63 DAA

Figura 5. Cortes transversais do endosperma de sementes de cenoura colhidaDAASA e B),
a0s21 DAA (C e D), ao®28 DAA (E e F), aos 35 DAA (G e H) e aos 63 DAAg(D). Cortes corados
com XP para identificacé@o de proteinas (A, C, I 15e Sudan black B para identificacéo de lipideos
(B, D, F, HeJ). CP, corpo proteico e GL, gota lipidica.
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A massa de matéria seca de sementes (Figura 6) inicialmente era baixa,
abaixo de 0,5 mg/semente aos 14 DAA estando as sementes com coloracao verde
claro (Figura 1). Observa-se um aumento progressivo da matéria seca com o decorrer
do processo de maturacao até aproximadan3&iDAA, quando foi atingido o valor
méximo (cerca de 1,8 mg/semente), indicando ndo haver mais translocacdo de
assimilados da planta para as sementes. Como ndo houve mais acréscimo no
conteudo de matéria seca a partir de 35 DAA, pode-se afirmar que as sementes
atingiram a maturidade fisiolégica, ndo havendo mais conexdo vascular entre a
planta e as sementes. Assim pode-se afirmar que, de acordo com o0s critérios
relatados por Harrington (1972), Tekrony et al. (1980) e Demir e Ellis (1992), as
sementes de cenoura atingiram a maturidade fisioloégica aos 35 DAA. Segundo
George (1985) e Rubatzky et al. (1999), sementes de cenoura sao marrons quando
maduras, porém aos 35 DAA, ou seja, na maturidade fisiolégicas, as sementes
apresentam-se verde-amarelas descordando dos dados obtidos por estes autores.

2,5 4 100 -

20 1 80 1 76.9309

¥ R?=0,99

=1 + o (x28892)/-933630)

60

40 A

Grau de umidade (%)

0,5 79 20 4

1.8120
Y= T + o (- 19.2517)74.6239) R?=0,99

0,0 2 . T - - T r 0 - T T T T : T
14 21 28 35 42 49 56 63 14 21 28 35 42 49 56 63

Dias apds antese (DAA) Dias apos antese (DAA)

Matéria seca semente (mg/semente)

Figura 6. Alteragbes na matéria seca de semente e grau de umidade de seeneeteridh, cultivar
Brasilia, colhidas em diferentes estadios de desenvolvimento (DAA).

Na fase inicial de desenvolvimento, aos 14 DAA, o grau de umidade das
sementes era elevado, proximo a 80% (Figura 6). Durante grande parte do processo
de desenvolvimento das sementes o teor de agua permanece alto, pois a agua é o
veiculo fundamental para translocacdo de assimilados da planta para a semente
(Carvalho e Nakagawnta, 2000). Com o avang¢o do processo, o teor de agua diminui
de forma lenta e continua e aos 35 DAA as sementes apresentam grau de umidade
cerca de 56%, ou seja, na maturidade fisiologica as sementes ainda apresentam

elevado grau de umidade. Resultados semelhantes foram observados em sementes de
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cenoura da cultivar Alvorada que apresentaram grau de umidade em torno de 64%
na maturidade fisiolégica (Nascimento et al., 2003). O grau de umidade das sementes
nao € considerado um bom indicador da maturidade fisiologica, visto que pode ser
afetado pelo gendtipo e principalmente pelas condicbes ambientais (Vidigal et al.,

2011). Porém, o seu monitoramento é de extrema importancia para compreensao do

processo de maturagao.

Durante o processo de maturacdo, a medida que ocorre o acumulo de matéria
seca, a agua é substituida pelas substancias de reserva que vao sendo sintetizadas
pelas sementes em desenvolvimento. Aos 14 DAA, substancias de reservas como
lipidios encontram-se presentes nas sementes de cenoura (Figura 5 B), porém, nesta
fase, a matéria seca de semente ainda é reduzida (0,5 mg/semente). Aos 21 DAA,
além dos lipidios, outras substancias de reserva como proteinas e carboidratos na
forma de amido foram identificadas (Figuras 4 C e D e 5 C). O acumulo destas
substancias intensifica-se aos 28 DAA (Figuras 4 E, F e 5 E, F), sendo que nesta fase
a matéria seca é elevada (1,5 mg/semente), préxima a atingida na maturidade

fisiologica (1,8 mg/semente) (Figura 6).

A germinacdo das sementes de cenoura foi nula aos 14 DAA (Figura 6).
Neste ponto o conteldo de matéria seca era baixo (0,5 mg/semente), estando as
sementes em inicio de formacao (Figuras 2 A, B, C e D), de modo que o embrido
muito pequeno, nao tinha adquirido ainda a capacidade de germinar e o endosperma
ainda ndo possuia quantidades significativas de reservas para ser mobilizada durante
a germinacdo (Figuras 4 A, B e 5 A). As sementes adquiriram a capacidade de
germinar a partir de 21 DAA, o que também foi observado por Gray et. al. (1984).
Nesta fase, o embrido encontra-se um pouco mais desenvolvido (Figur&a 2 E)
substancias de reservas estdo presentes no endosperma (Figuras 4 C, D, e 5 C, D)
Verifica-se que, a partir de 21 DAA a germinacdo aumenta de forma exponencial
atingindo valor maximo aos 30 DAA (78.
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Figura 6. Alteracbes na germinacdo e primeira contagem de germinagdo de sementesuds, ce
cultivar Brasilia, colhidas em diferentes estadios de desenvolvimento (DAA).

A primeira contagem de germinacao pode ser utilizada como um indicativo
do vigor das sementes, sendo um teste simples realizado simultaneamente ao teste de
germinacgao e, que se baseia no pressuposto de que as sementes mais vigorosas iréo
germinar mais rapido. Na Figué observa-se que até 21 DAA, a primeira contagem
de germinacéo foi nula, aumentando de forma exponencial a partir dai e atingindo o
valor maximo aos 30 DAA (50%). A partir deste ponto, houve uma estabilizacdo dos
valores obtidos até 63 DAA.

O teste de envelhecimento acelerado € um teste de vigor que avalia o
desempenho das sementes expostas ao estresse por altas temperaturas e alta umidade.
Verificou-se que sementes de cenoura colhidas a partir dos 40 DAA apresentou
maior resisténcia ao estresse, indicando que a partir deste momento o vigor das

sementes foi maximo (Figura 7).

O teste de emergéncia de plantulas indica que maior niumero de sementes

adquire capacidade de emergir quando sdo colhidas a partir dos 28 DAA (Figura 7).
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Figura 7. Envelhecimento acelerado e emergéncia de plantula de cenoura, cultivar Beasilia,
funcéo do estadio de desenvolvimento das sementes (DAA).

A velocidade de germinacao avaliada pelo IVE foi nula aos 14 DAA (Figura
8), aumentando a partir deste ponto até atingir o valor maximo aos 32 DAA,
seguindo tendéncia semelhante aos valores observados para a germinacao das
sementes (Figura) 6

O teste baseado no desempenho de plantulas mostra que valores maximos de
massa seca de plantula (3,7 mg/plantula) foi observada quando as sementes foram
colhidas aos 30 DAA (Figura 8).
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Figura 8. indice de velocidade de emergéncia (IVE), matéria seca de plantula de cendtivar
Brasilia, em funcao do estadio de desenvolvimento das sementes (DAA).

Analisando os dados da avaliacdo da qualidade fisiol6gica, verifica-se que os
valores maximos de germinacéo e de vigor das sementes de cenoura ocorrem a partir

de 30DAA e se mantém até 63 DAA e 0 maximo contelddo de matéria seca de
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semente, ou seja, a maturidade fisioldgica ocorre proximo ad3A2& Assim,
verificou-se que a qualidade maxima das sementes, representada pela germinagéo e
vigor maximos, ocorreu um pouco antes da maturidade fisiologica ser atingida. Estes
dados diferem dos dados obtidos por Nascimento et al. (2003), que afirmam que
sementes de cenoura da cultivar Alvorada atingem a maturidade fisiologica entre 49
e 56 DAA e Pessoa et al. (1987) que observaram em sementes da cultivar Brasilia
que a maturidade fisiologica ocorre aos 49 DAA. Porém, os dados obtidos nesta
pesquisa estdo de acordo com Gray et al. (1984) que afirmam que o maximo

contelido de matéria seca ocorre aos 35 DAA.

Assim, a época ideal para a colheita de sementes de cenoura cultivar Brasilia
€ aos 35 DAA onde as sementes apresentam maximo conteudo de matéria seca e
mé&xima qualidade fisiolégica. Neste estadio de desenvolvimento, as sementes
possuem coloracdo verde-amarela e 56% de grau de umidade. Na maturidade
fisiologica, o endosperma ocupa praticamente todo volume das sementes onde séo
armazenadas substancias de reserva com lipidios, proteinas e carboidratos na forma
de amido. O embrido ocupa uma pequena regido cilindrica e o tegumento apresenta
uma Unica camada de células, sendo o endocarpo lignificado a camada de resisténcia

das sementes de cenoura.
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4. CONCLUSOES

Sementes de cenoura cultivar Brasilia, cultivadas nas condicdes de Brasilia, DF,
aos 14 DAA, encontraree em fase de divisdo e expansdo celular e apesar da
reduzida matéria seca de sementes, substancias de reservas como lipidios foram
identificados no endosperma. Aos 21 DAA, além de lipidios, substancias de reserva

como proteina e amido também formam identificados.

Com o processo de desenvolvimento das sementes ocorre deposicao de lignina
nas células do endocarpo, esta camada colapsada e lignificada representa a camada
de resisténcia das sementes. Na maturidade fisiolégica, o endosperma ocupa
praticamente todo volume das sementes, onde s&o armazenadas substéncias de
reserva com lipidios, proteinas e carboidratos na forma de amido. O embrido ocupa

uma pequena regiao cilindrica e o tegumento apresenta uma Unica camada de células.

A maxima qualidade fisiologica das sementes de cenoura, representada pela
germinacdo e vigor maximos, é atingida cerca de 30 DAA. O maximo acumulo de
matéria seca das sementes é atingido aos 35 DAA, ou seja, a maturidade fisioldgica
ocorre aos 35DAA. Neste momento o grau de umidade das sementes € de
aproximadamente 56% e a coloracdo do pericarpo € verde-amfesilm, a época
ideal para a colheita das sementes é a partir d®AA, onde as sementes

apresentam maximo conteldo de matéria seca e maxima qualidade fisiolégica.
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