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RESUMO

Sementes de pitanga (Eugenia uniflora L.) sdo de dificil armazenamento por
perderem a viabilidade quando submetidas & desidratacdo. A viabilidade das
sementes é determinada, em geral, por meio de testes de germinacdo, que € um
método destrutivo. O uso de técnicas analiticas rapidas e ndo destrutivas, como a
espectroscopia no infravermelho préximo (NIR) tem sido alvo de estudos para a
estimativa de algumas propriedades de materiais bioldgicos. Assim, objetivou-se
com este estudo avaliar os possiveis danos ocasionados nas sementes de pitanga
guando submetidas a desidratacdo e explorar o uso da técnica NIR na
determinagdo de sua viabilidade. As sementes foram submetidas a desidratagdo
em silica gel (secagem rapida) e em cloreto de soédio (secagem lenta) até
atingirem diferentes graus de umidade. Os espectros NIR foram obtidos por
meio da fibra dtica a partir de sementes individuais submetidas ou ndo a
desidratagdo em silica gel. A exploragdo dos dados NIR foi realizada por analise
de componentes principais (PCA) e a viabilidade das sementes foi classificada
por anélise discriminante por minimos quadrados parciais (PLS-DA). A secagem
rapida reduziu o contetdo de &gua inicial das sementes de 60,4% para 15,6% em
25 dias, ao passo que na secagem lenta foram necessarios 79 dias para essa
mesma reducdo do conteldo de &gua. A germinagdo foi afetada pelo grau de
umidade, mas ndo pela velocidade de secagem utilizada. Na PCA foi observado
um agrupamento claro entre sementes com e sem secagem. N&o foi possivel a
partir da PLS-DA validar um modelo para classificar a viabilidade das sementes.
No teste de condutividade elétrica, o valor maximo da leitura foi de 27,9 pS.cm’
1.9 obtido nas sementes recém-coletadas. Quando as sementes foram sujeitas a
desidratacdo, os valores de condutividade elétrica decresceram, chegando a 15,0
uS.cmt.g? para sementes em secagem rapida e 1,9 uS.cm™.g* para as sementes
em secagem lenta, ambas com 15% de umidade. Observou-se degradacdo de
amido quando as sementes de pitanga atingiram grau de umidade abaixo de 28%
e ao longo da desidratacéo ndo foi observada degradacdo do DNA. Os resultados
deste trabalho demonstraram que a desidratag&o foi prejudicial para a viabilidade
das sementes e que a presenga do tegumento nas sementes apés a desidratagdo
pode ter influenciado tanto nas informagdes contidas nos espectros NIR, quanto
nos resultados dos testes de condutividade elétrica e de germinagdo. Assim, sdo
necessarios estudos mais detalhados da relacdo da desidratacdo com a presenca
do tegumento nas sementes de pitanga.

Palavras-chave: Qualidade de semente. Sementes sensiveis. Desidratagdo.
NIRS.



ABSTRACT

Brazilian cherry (Eugenia uniflora L.) seeds are sensitive to dehydration,
difficulting their storage. The most usual procedure to determine seed viability is
the germination test which is a destructive method. Fast and non-destructive
analytical techniques, such as near-infrared spectroscopy (NIR), has been used
in studies to estimate some properties of biological materials. Thus, the present
study aimed to evaluate possible damages caused on Brazilian cherry seeds
when subjected to dehydration and to explore the use of the NIR technique in the
assessment of seed viability. Seeds were subjected to dehydration in silica gel
(fast drying) and sodium chloride (slow drying) until reaching different moisture
contents. The NIR spectra were obtained by optical fiber method using
individualized seeds submitted or not to silica gel dehydration. The NIR data
were analyzed by principal component analysis (PCA), and seed viability was
determined by partial least squares discriminant analysis (PLS-DA). The initial
moisture content of the seeds reduced from 60.4% to 15.6% in 25 days at fast
drying, while in the slow drying process, it took 79 days. Viability was affected
by moisture content but not by drying speed. PCA was able to clearly
distinguish groups of seeds with and without drying. It was not possible to
validate a model to classify the viability of the seeds using the PLS-DA. In the
electrical conductivity test, the maximum value was 27.9 pS.cm.g* for newly
collected seeds. When seeds were subjected to dehydration, the values
decreased, reaching 15.0 uS.cm™.g? for fast-dried seeds and 1.9 pS.cm™.g* for
slow-dried seeds, both with 15% moisture content. Starch degradation was
observed when seeds reached moisture content below 28%, while DNA integrity
was maintained throughout dehydration. The results of this study showed that
the dehydration of the seeds was detrimental to their viability. Furthermore, the
presence of the seed coat after dehydration may have influenced the information
collected for generating NIR spectra, as well as the electrical conductivity and
germination test results. Thus, it is necessary more detailed studies on the
relationship between dehydration and the presence of seed coat in Brazilian
cherry seeds.

Keywords: Seed quality. Sensitive seeds. Seed dehydration. NIRS.
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CAPITULO 1

1 INTRODUGAO GERAL

A tolerancia a dessecacéo é a habilidade de certos organismos tolerarem
a desidratacdo a niveis baixos de 4gua e, quando reidratados, retomarem as suas
atividades sem nenhum dano as suas estruturas e células. Tal caracteristica foi
fundamental para a evolugdo dos organismos vivos, principalmente das plantas,
visto que a partir do estresse de dessecacdo imposto pelo ambiente foram
necessarias adaptacdes que possibilitassem a sobrevivéncia ou tolerancia ao
estado desidratado.

Sendo assim, é provavel que, a medida que as plantas evoluiram para
ocupar diferentes habitats, a pressdo por crescimento, altera¢cbes no sistema
vascular, bem como a presenga de estruturas de protecdo contra a perda de dgua
favoreceram para que muitas espécies confinassem a tolerancia a dessecacéo nas
sementes.

Para tolerar a dessecacdo, as células das sementes protegem-se contra as
alteracbes potencialmente letais que podem surgir ap6s serem submetidas a
desidratagdo. Os efeitos da desidratacdo e os estresses que ela causa podem ser
fatais para a sobrevivéncia das sementes.

A maioria das espécies de Angiospermas produz sementes ortodoxas, ou
seja, sementes que toleram a dessecagdo e podem ser armazenadas por longos
periodos sem perderem a viabilidade. Contudo, existe um namero significativo
de espécies que produzem sementes sensiveis a dessecacdo e por isso sdo
dificilmente armazenaveis. Sementes com essas caracteristicas sdo classificadas
como recalcitrantes. Entre essas duas categorias existem ainda as sementes

intermediarias, que sdo capazes de sobreviver moderadamente a dessecacao,
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porém, sdo danificadas quando armazenadas a baixas temperaturas por tempo
prolongado.

A tolerancia a dessecacdo pode ocorrer em graus variados em sementes
de diferentes espécies e ocupam um gradiente que vai de tolerante a dessecacao
a sensivel a dessecagdo. Dentre estas espéecies que se comportam neste intervalo,
entre sensivel e tolerante, tém-se as sementes de Eugenia uniflora L. que sdo
sensiveis a dessecacao.

A Eugenia uniflora L. apresenta grande potencial econémico para a
fruticultura brasileira. Por ser uma espécie propagada principalmente por
sementes, e tendo em vista que € também sensivel a dessecacdo, suas sementes
perdem a viabilidade quando submetidas a desidratacdo. Assim, faz-se
necessario o conhecimento dos danos ocasionados nas sementes diante da
desidratagdo a fim de buscar estratégias para a conservacdo do potencial
fisioldgico da espécie.

Existem varios métodos para desidratar sementes e avaliar 0os possiveis
danos causados pela remogdo de dgua. O uso da microscopia para avaliar 0s
possiveis danos causados por esse estresse, bem como o uso de técnicas
analiticas rapidas como a espectroscopia no infravermelho préximo (NIRS), tem
sido alvo de estudos para a estimativa de algumas propriedades de materiais
bioldgicos. Contudo, ainda sdo escassos estudos relacionados a aplicacdo desta
técnica em sementes florestais.

Assim, se objetivou com este estudo identificar possiveis danos
causados nas sementes de pitanga (Eugenia uniflora L.) quando submetidas a
desidratacdo e explorar o potencial da técnica NIR para estimar a viabilidade das

sementes dessa espécie.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Tolerancia a dessecagdo em sementes

O desenvolvimento da semente se inicia por um estagio de
embriogénese em que a partir da fertilizacdo o évulo fecundado passa por uma
série de processos morfoldgicos, fisioldgicos e bioquimicos (MARCOS-FILHO,
2005). Segundo Kermode et al. (1986), durante o processo de desenvolvimento
podem ocorrer quatro fases nas sementes: a fase | envolve a divisdo celular; a
fase Il compreende a expansdo celular e a deposicdo de reservas; a fase Il é
determinada pela secagem e reducdo do metabolismo; e a fase IV é caracterizada
por um estado quiescente ou dormente.

A perda de agua durante a maturacdo das sementes € um processo
normal durante a fase Il do desenvolvimento de sementes de muitas espécies e é
na fase IV que o grau de umidade da semente se estabiliza. Nesta fase, algumas
espécies de sementes podem sobreviver na condi¢do desidratada por alguns dias
ou varios anos sem perder sua viabilidade. Entretanto, existe um grupo de
sementes que ao final da maturacdo ndo é capaz de tolerar a perda de agua e,
portanto, ndo atinge a fase IV, tendo que manter um conteddo relativamente alto
de &gua para se continuar viadvel (BEWLEY; BLACK, 1994).

Segundo Alpert (2005), a tolerncia a dessecacdo pode ser definida
como a capacidade de certos organismos em lidar com a perda extrema de agua
abaixo de 0,1 g H20.g de massa seca e secar até o equilibrio com o ar, e em
seguida retomarem as suas fungGes normais quando reidratadas. Dentre as
espécies de espermatofitos, essa caracteristica € fato raro nos 6rgaos vegetativos,
porém é comum nas sementes e em grdos de pdlen (GAFF; OLIVER, 2013).

A tolerdncia a dessecacdo em sementes na maioria das espécies é

adquirida progressivamente ao longo do desenvolvimento e ocorre em graus
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variados, ocupando um intervalo que vai de tolerante a dessecacdo a
sensibilidade a dessecacdo (FRANCHI et al., 2011). Sendo assim, de acordo
com o nivel de tolerancia a dessecacdo e longevidade, as sementes sao
classificadas como ortodoxas, recalcitrantes e intermediarias.

As sementes ortodoxas suportam a desidratacdo a baixos niveis de
umidade, geralmente em até 5%, e podem ser armazenadas por longos periodos
de tempo a baixas temperaturas (subzero). Por outro lado, as sementes
classificadas como recalcitrantes apresentam um comportamento oposto ao das
ortodoxas, ou seja, sdo sensiveis a desidratacdo e perdem rapidamente a
viabilidade quando submetidas a essas condi¢cbes (ROBERTS, 1973). J& as
sementes intermediarias toleram a desidratacdo em até 10% do seu contetdo de
agua e podem ser armazenadas por periodos de curto a médio prazo (ELLIS;
HONG; ROBERTS, 1990).

Liu et al. (2008) e Gaff e Oliver (2013), em seus estudos sobre a
evolugdo da tolerancia a dessecagcdo em sementes de angiospermas, observaram
gue das espécies investigadas até entdo, 95% (6.703 espécies) produzem
sementes ortodoxas; 4% (281 espécies) produzem sementes recalcitrantes e

apenas 1% (72 espécies) produz sementes intermediarias.

2.2 Taxa de secagem em sementes

A taxa de secagem influencia na resposta a desidratacdo de sementes,
principalmente daquelas sensiveis a desidratacdo. Os danos ocasionados pela
remocdo de agua nessas sementes estdo sujeitos a diversos fatores, sendo que a
velocidade e a temperatura de secagem sdo determinantes, afetando amplamente
as respostas das sementes a desidratacdo (REGO et al. 2013). A temperatura

utilizada na secagem pode provocar altera¢cdes na membrana celular, desnaturar
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proteinas, gerar modificacbes nas mitocodndrias e aumentar a lixiviacdo de
material celular (CAVARIANI, 1996).

Com relacgdo a velocidade de secagem, existem trabalhos divergentes na
literatura, porém, as velocidades descritas como rapidas ou lentas podem
pertencer a escalas temporais muito diferentes — o que pode estar relacionado
com as condicBes em que as sementes estdo expostas.

Os estudos evidenciam que quanto mais rapida a secagem, mais baixo é
o0 conteldo de &gua que as sementes podem tolerar antes que a viabilidade seja
comprometida, ao passo que, quando a secagem é realizada lentamente, as
sementes ficam expostas por mais tempo a contetdos de agua que possibilitam a
ocorréncia de reacOes deletérias, decorrentes do metabolismo desregulado.
Contudo, independentemente da velocidade de secagem, as sementes sensiveis a
dessecacdo quando submetidas a desidratacdo abaixo de certos limites ndo
sobrevivem (PAMMENTER et al., 1998).

Embora a secagem rapida permita muitas vezes a desidratacdo de
sementes sensiveis a teores de agua mais baixos, isto ndo resulta em inducéo a
tolerancia & dessecacdo. E possivel que neste tipo de secagem ocorra a
paralisacdo da atividade bioquimica, bem como das reacdes degradativas que
comumente resultam na perda da viabilidade (BERJAK et al., 1993).

De modo geral, a desidratacdo de sementes permite a reducdo de 4gua
para niveis adequados, garantindo, assim, 0 seu armazenamento. Portanto, é
importante estabelecer a melhor velocidade de secagem para ndo comprometer a

viabilidade das sementes.

2.3 Danos causados por secagem em sementes

Diferentemente do que ocorre nas sementes ortodoxas, as sementes

sensiveis a desidratacdo apresentam elevado conteldo de 4gua no momento em
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que sdo dispersadas da planta-mae e também grande variacdo nas respostas com
relacdo ao processo de desidratacdo a que estas sdo submetidas. Por exibirem
elevado conteudo de 4gua, alguns danos relacionados a desidratacdo podem ser
observados, como: 1) danos mecanicos relacionados a reducdo do volume
celular, este geralmente verificado em sementes com células altamente
vacuolizadas; 2) estresse oxidativo resultante do metabolismo desregulado,
decorrente da secagem lenta; 3) e dano biofisico as estruturas macromoleculares,
consequente da desidratacdo rapida (BERJAK; PAMMENTER, 2000, 2008;
FARRANT, 2000).

Os altos niveis de estresse oxidativo durante a desidratagdo das sementes
resultam em danos ao DNA, incluindo modificacdo da base e rupturas da cadeia
(DANDOQY et al., 1987), bem como na reducdo da integridade do DNA. Marcos-
Filho (2005) relata ainda que os danos ao DNA comprometem a sintetizagdo do
RNA e proteinas, o que pode causar um processo de transcrigdo defeituoso na
mensagem genética. O dano ao genoma decorrente da exposi¢do das sementes a
secagem torna-se ainda mais intenso em sementes sensiveis a desidratag&o.

A avaliagdo dos danos causados pela remocdo de 4gua em sementes
pode ser realizada utilizando-se de diferentes técnicas, das quais se destacam a
microscopia e mais recentemente a espectroscopia do infravermelho préximo. A
utilizagdo de técnicas que sejam rapidas e precisas na identificagdo de danos
causados durante o processo de secagem é de grande importancia para a

avaliagdo da qualidade da semente.

2.4 Espectroscopia do infravermelho proximo — NIRS

O termo espectroscopia se refere a interacdo de qualquer tipo de
radiacdo eletromagnética com a matéria (PASQUINI, 2003). Descoberto pelo
astrébnomo Sir William Herschel em 1800 (SHEPPARD, 2002), o espectro do
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infravermelho préximo — NIRS (Near Infrared Spectroscopy) esta logo depois
da regido visivel do espectro e se estende de 750 a 2500 nm ou de 12500 a 4000
cm-t (PASQUINI, 2003).

O principio de funcionamento desta técnica consiste em adquirir
informacdo qualitativa e/ou quantitativa proveniente da interacdo das ondas
eletromagnéticas do infravermelho préximo com as ligacbes moleculares da
amostra. Assim, em qualquer molécula que apresente as ligagdes -CH, -OH, -
NH, -SH e C=0 ¢ possivel captar as interagdes usando a técnica NIRS
(PASQUINI, 2003), pois as faixas de absorcdo mais proeminentes que ocorrem
na regido do infravermelho préximo apresentam combinacGes de vibragdes
fundamentais desses grupos funcionais (BOKOBZA, 2002; CIURCZAK, 2001).
Portanto, os espectros obtidos de cada amostra permitem a identificagdo desses
grupos funcionais, uma vez que cada molécula possui uma regido de absorcao
conhecida como sua identidade estrutural (DELERIS; PETIBOIS, 2003).

A técnica NIRS pode ser aplicada tanto no modo de refleténcia e
transmitancia quanto na absorbancia (WILLIAMS; SOBERING, 1992). Mas,
segundo Agelet et al. (2012), para a analise agricola os modos de transmitancia e
refletdncia sdo os mais utilizados. No modo de transmitancia, a radiagédo incide
sobre a amostra e uma parte desta é absorvida pelos compostos organicos,
enguanto a outra parte restante atravessa a amostra e € medida por um sensor. Ja
a medida de refletdncia é baseada na deteccdo da radiagdo refletida de forma
difusa que penetra a uma profundidade de poucos milimetros na amostra.

A tecnologia NIRS ndo é destrutiva, é de rapida execucdo, econdmica,
ambientalmente segura e possibilita a estimativa simultanea de varios tracos em
uma Unica medicdo, 0 que a torna ideal para avaliar a qualidade de sementes
(SATO et al., 1995; SHENK; WESTERHAUS, 1993). No entanto, apesar de ser

uma técnica de analise bastante avancada, sua eficacia depende dos métodos
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analiticos tradicionais (também conhecidos como métodos de referéncia) para a
calibracdo (SANTOS; SANTOS; KORNDORFER, 2012).

A calibracdo tem como objetivo produzir e ajustar um modelo que
melhor represente ou relacione os dados espectrais com os dados de referéncia
obtidos pelo método analitico convencional realizado em laboratério
(PANTOJA, 2006). Para a construcao das curvas de calibracdo, pode-se utilizar
diferentes métodos, tais como: regressao linear maltipla (MLR); regressdo de
componente principal (PCR) e minimos quadrados parciais (PLS).

Uma vez desenvolvido o modelo de calibragdo, ele deve ser
devidamente validado. A validacdo do modelo pode ser processada de duas
maneiras: validacdo cruzada e validagdo externa (MARTENS; NAES, 1996). Na
validacdo cruzada as amostras sdo as mesmas usadas no teste de calibracdo e é
recomendada quando se trabalha com poucas amostras. Ja a validacdo externa
utiliza-se de amostras diferentes do conjunto das amostras de calibracdo e é
recomendada quando se tem um niimero maior de amostras (SOTELO, 2006). O
uso de estatisticas de validacdo adequadas é extremamente importante para
relatar o desempenho da calibracéo e definir seu uso futuro.

De acordo com Hein et al. (2009), uma vez calibrado e validado
(testado) o modelo, qualquer material pode ter suas propriedades preditas
rapidamente a partir da informacdo contida nos espectros medidos na
espectroscopia NIR, sem a necessidade de medicOes padronizadas. Contudo,
quando se trata de sementes e gréos, depois de algum tempo, a calibracdo podera
necessitar de novas atualizagdes, pois é provavel que surjam novas fontes de
variagdes, como a variabilidade devido ao campo, novas variedades e mudangas
ambientais. Dessa forma, a precisdo das calibragdes no NIR sera determinada
pela qualidade dos dados do laboratério de referéncia (AGELET; HURBURGH-
JR, 2014).
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A primeira aplicagdo do NIRS como método analitico foi no inicio da
década de 1960 por Karl Norris para determinar a umidade em sementes e graos
(HART; NORRIS; GOLUMBIC, 1962; NORRIS; HART, 1965). Desde entdo,
essa técnica vem sendo largamente utilizada para os mais diversos estudos
(TABELA 1) em sementes de diferentes espécies. Os trabalhos mostram que a
partir da técnica NIR foi possivel classificar corretamente a viabilidade das

sementes, utilizando-se de diferentes analises e comprimento de onda.



Tabela 1 - Resumo de trabalhos relacionando a técnica NIRS e sementes

% sementes

Referéncia Utilizacdo do NIR Comprimento de Anélise/modelo Viaveis N&o-viaveis classificadas
onda corretamente /
RZ

Olesenetal.  Classificar 1100 — 1388 nm Entre 98,3% e
(2011) sementes viaveis e 91,1%
ndo vidveis de ECVA e e
Spinacia oleracea 909 — 1428 nm Entre 96,5% e
L. 89,5%

Tabela 1 continua...




Jiaetal. (2016) Analisar a OLDA

viabilidade =~ dos 9000 cm-* a 4000 cm-! SVM 48 (55) 143 (145) 94,0%
grdos de milho BPR 52 (55) 145 (145) 97,3%
danificados por MD 48 (55) 133 (145) 90,0%

eada.

Tigabu e Odén  Discriminar

(2003) sementes viaveis e 1100 a 2360 nm 92%
vazias de Pinus (modode  -—- e e
patula. refletancia) 100%
850 a 1048 nm
(modo de

Tabela 1 continua...

514



9¢

Santos et al. Discriminar

(2014) sementes de 1100-2500 nm SIMCA e e
diferentes PLS-DA 100 %
cultivares de
mamona

Kandpal etal.  Prever a viabilidade PLS — DA 93,4%

(2016) e vigor (em VIP 93,6%
periodos de 948-2494 nm SR e e 94,6%
germinagéo) em sMC 88,1%
sementes de meldo
japonés.

Shresthaetal. Avaliar a 975 a 2500 nm PLS-DA Amostras

(2016) viabilidade das e a agrupadas
variacdo nos lotes Trainingset - e 38 a 85%
de sementes de Cross validation 30 a82%
Solanum Test set 34 a 88%

lycopersicum L.

Legenda: (valores entre parénteses nas colunas viaveis e ndo viaveis correspondem ao total de sementes usadas para a validacdo do
modelo). Analise discriminante por minimos quadrados parciais (PLS-DA); Modelagem independente suave de analogia de classe
(SIMCA); K-vizinhos mais préximos (K-NN); Maquinas de vetores de suporte por minimos quadrados (LS-SVM); Analise de
variaveis candnicas ampliadas (ECVA); Andlise discriminante por minimos quadrados parciais por intervalo (iPLS-DA); Modelagem
suave independente por analogia de classe (SIMCA); Andlise discriminante linear ortogonal (OLDA); Maquina de vetores de suporte
(SVM); Reconhecimento de padrdes biomiméticos (BPR); Distancia Mahalanobis (MD); Minimos quadrados parciais (PLS); Erro
quadratico médio da predicdo (RMSEP); Variavel importante em projecdo (VIP); Taxa de seletividade (SR); Correlacdo multivariada
de significancia (SMC).
Fonte: Da autora (2018).
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2.5 Caracterizacgdo da espécie

Conhecida popularmente como pitangueira, Eugenia uniflora L. é uma
frutifera nativa que tem ocorréncia desde o Brasil central até o norte da
Argentina e tem sido amplamente disseminada por outras regides tropicais e
subtropicais do mundo (WILLIAMS; CHEW; RAJARATNAM, 1987).

Eugenia uniflora L. é uma mirtacea e se apresenta como um arbusto ou
arvore semidecidua, heliéfita de 4 a 12 m de altura; com copa estreita e tronco
liso de cor pardo claro; rebrota intensamente das raizes e produz, anualmente,
grande quantidade de frutos com sementes viaveis com dispersdo zoocdrica.
Floresce entre agosto e novembro com frutos maduros entre outubro e janeiro.
Suas folhas séo simples, cartaceas, de 3 a 7 cm de comprimento e possuem um
aroma caracteristico. As flores sdo de cor branca, solitarias ou em grupos de 2-3
nas axilas e nas extremidades dos ramos. Os frutos sdo globosos e sulcados,
brilhantes e de cor amarela, vermelha ou preta, com polpa carnosa e agridoce,
contendo de 1 a 2 sementes (LEGRAND; KLEIN, 1969; LORENZI, 2002;
LORENZI; MATOS, 2002).

A pitanga é utilizada no paisagismo e cultivada em pomares domésticos,
sendo sua madeira empregada na confeccdo de instrumentos agricolas
(LORENZI, 1998). Ja seus frutos sdo utilizados para diferentes finalidades,
como a producdo de polpas, doces, geleias, licores e, principalmente, consumo
in natura. A pitanga é recomendada também para reflorestamentos,
principalmente para &reas degradadas, devido seu fruto ser atrativo e servir de
alimento para a avifauna (SCALON et al., 2001). Além disso, é descrita e
estudada por apresentar diversas propriedades medicinais (AURICCHIO et al.,
2007). Tais caracteristicas conferem & espécie importancia econdmica e
ecoldgica, 0 que requer a aquisicdo de sementes com méaxima qualidade

fisiologica para a produgdo de mudas (AVILA et al., 2009).
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De acordo com Delgado e Barbedo (2007), as sementes de pitanga sao
sensiveis a desidratacdo. Sementes com esta caracteristica ndo passam pela fase
de dessecacdo no processo de maturacdo, e sdo dispersas com elevado grau de
umidade (BERJAK; PAMMENTER, 2000). As sementes de pitanga sdo
consideradas de baixa longevidade, sendo sua semeadura recomendada
imediatamente ap6s a coleta (LORENZI, 2002). Segundo Longhi (1995), o
poder germinativo de sementes de pitanga comeca a decrescer entre 15 e 20 dias
apos colheita.
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CAPITULO 2

DESSECACAO EM SEMENTES DE PITANGA (Eugenia uniflora L.)

RESUMO

Para a obtencdo de mudas de qualidade € importante a determinacdo da
qualidade das sementes. Com este trabalho, objetivou-se avaliar possiveis danos
por secagem em sementes de pitanga (Eugenia uniflora L.) quando secadas a
diferentes niveis de umidade em silica gel (secagem réapida) e em cloreto de
sodio (secagem lenta). A secagem rapida reduziu o contetdo de agua inicial das
sementes de pitanga de 60,4% para 15,6% em 25 dias, ao passo que, na secagem
lenta foram necessarios 79 dias para essa mesma reducgdo do contetdo de agua.
Independentemente da velocidade de secagem utilizada, foi o grau de umidade
que comprometeu a germinagdo. O resultado do teste de condutividade elétrica
atingiu o valor maximo de 27,9 pS.cm™.g* nas sementes recém coletadas e apés
a desidratacdo até 15% de umidade, houve decréscimo do valor de
condutividade para 15,0 pS.cm™.g? em secagem rapida e 1,9 pS.cm™®.g? em
secagem lenta. Verificou-se degradacdo de amido quando as sementes de
pitanga atingiram grau de umidade abaixo de 28%. Nao foi observada
degradacdo do DNA durante o processo de desidratag&o.

Palavras-chave: Secagem. Sementes sensiveis. Taxa de secagem. Desidratacgao.

1 INTRODUCAO

A capacidade de sobreviver em estado seco, por longos periodos, ocorre
em diversas plantas, animais e microrganismos. Especificamente no caso das
sementes, 0 estado dessecado possibilita que estas sejam armazenadas e
disseminadas amplamente (ALPERT, 2005). A desidratacdo ¢ um procedimento
necessario para a conservacdo das sementes ortodoxas, porém, a remogdo de
agua em sementes sensiveis & desidratacdo pode causar danos ao metabolismo e

levar a perda da viabilidade.
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A velocidade de secagem em sementes sensiveis a desidratacdo pode
estar relacionada a extensdo da perda de agua tolerada. Segundo Pammenter et
al. (1998), os danos por secagem em sementes sensiveis podem ser reduzidos a
partir da taxa de secagem utilizada na desidratacdo. De acordo com esses
autores, quanto mais rapida for a desidratacdo, mais baixo sera o teor de &gua
gue essas sementes poderdo tolerar antes que a viabilidade seja comprometida;
ao passo que a secagem realizada lentamente exp8e as sementes por mais tempo
a contetidos de &gua que causam a ocorréncia de reacOes deletérias, decorrentes
do metabolismo desregulado.

Nos ultimos anos, varios trabalhos tém relacionado a taxa de secagem
em funcéo das respostas das sementes durante o processo de dessecacdo. Coelho
et al. (2015), avaliando o efeito da secagem em sementes de Coffea arabica L.,
verificaram que as sementes secas rapidamente toleraram teores finais de agua
mais baixos, porém, as sementes submetidas a secagem lenta apresentaram
maior qualidade em teores de agua mais elevados. Magistrali et al. (2013),
estudando o efeito da secagem lenta em sementes de Genipa americana L.,
verificaram que tal método de desidratacdo propiciou aumento na capacidade de
dessecacdo e tolerdncia ao armazenamento das sementes. J& Tanaka et al.
(2016), avaliando o efeito da secagem em sementes de Ocotea puberula (Rich.),
concluiram gue o tipo de secagem ndo influencia a qualidade dessas sementes.

As sementes de pitanga (Eugenia unifora L.) sdo dispersas com alto teor
de &gua, sdo sensiveis a dessecacdo (DELGADO; BARBEDO, 2007) e sdo
consideradas de baixa longevidade, sendo sua semeadura recomendada
imediatamente apds a coleta (LORENZI, 2002). A desidratacdo de sementes
sensiveis como a pitanga pode ocasionar alguns danos as estruturas das células,
acumulo de radicais livres (PAMMENTER; BERJAK, 2000), perda da

integridade do DNA, entre outros.
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Neste sentido, a fim de compreender melhor o comportamento das
sementes em relacdo a desidratacdo, se objetivou com este estudo avaliar os
possiveis danos as sementes de pitanga expostas a diferentes velocidades de
secagem e niveis de desidratagdo por meio de testes fisioldgicos, histoquimico,

condutividade elétrica e integridade do DNA.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta dos frutos e obtencéo das sementes

O experimento foi realizado no Laboratério de Sementes Florestais
(LSF) e no Laboratério de Biotecnologia Florestal (LBF) do Departamento de
Ciéncias Florestais (DCF) da Universidade Federal de Lavras (UFLA).

Frutos maduros de pitanga (Eugenia uniflora L.) foram coletados em
outubro de 2016 em matrizes localizadas em Lavras — MG. Apds a coleta dos
frutos, o beneficiamento das sementes foi realizado de acordo com Davide, Faria
e Botelho (1995), compreendendo maceracdo dos frutos em peneira sob agua
corrente para separagdo dos residuos de frutos. Posteriormente, as sementes
foram postas sobre papel toalha em uma bancada de laboratério e mantidas por 2

horas para remocao da agua superficial.

2.2 Secagem das sementes

As sementes foram submetidas & desidratacdo em duas velocidades:
secagem rapida e secagem lenta. A desidratacdo foi realizada em laboratorio
com temperatura de 20° C, em “caixas” do tipo higrostat, medindo 65 cm de
comprimento x 50 cm de largura x 35 cm de altura, confeccionadas em plastico
rigido, escuro, com sistema de ventilagéo interna para provocar fluxo de ar entre

as sementes e o material dessecante. Em cada velocidade de secagem, foram
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utilizados 2 kg do material dessecante que ficou depositado no fundo da caixa,
abaixo de uma tela de modo a evitar o contato direto com as sementes.

A secagem rapida foi em silica gel (SiO2), que foi substituida ao
decorrer da desidratacdo quando observada a mudanca da coloracdo que indica
alteracdo em sua umidade. J&4 a secagem lenta foi realizada em solugdo de
cloreto de sddio (NaCl), preparada a partir da dissolucdo do sal em agua até se
obter uma solucdo saturada. Os valores de umidade relativa (UR) obtidos em
testes preliminares foram de 75,3% na caixa com solucdo saturada de NacCl e,
para a silica gel, 15%, ambos a temperatura de 20° C.

Em ambas as velocidades de secagem, as sementes foram pesadas em
intervalos para verificar o peso-alvo correspondente ao contetdo de agua — este

determinado com base na férmula proposta por Hong e Ellis (1996).
100 — U1

PA=Too—ua’
Em que, PA: peso alvo; Ul: umidade inicial; UA: umidade alvo; PI: peso

inicial.
2.3 Determinacdo do contetido de agua

O contetido de agua da semente de pitanga foi determinado antes da
desidratagdo (controle), e apds cada nivel de desidratacdo alcancado nas duas
velocidades de secagem. Em cada um dos tratamentos foram utilizadas quatro
repeti¢Oes de cinco sementes cortadas ao meio, colocadas em estufa a 105°C por
24 horas sob circulagdo forcada de ar, conforme estabelecido nas Regras para
Anélise de Sementes — RAS (BRASIL, 2009). O contetdo de &gua foi expresso

em percentual com base no peso Umido.
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2.4 Testes de germinacao

O teste de germinacdo foi realizado com sementes sem desidratagao
(controle) e, apds cada nivel de desidratacdo, alcangado nas duas velocidades de
secagem. Os testes foram conduzidos em gerbox, entre areia esterilizada, em
germinador do tipo Mangelsdorf a uma temperatura de 25° C sob luz constante.
Em cada tratamento foram utilizadas cinco repeticGes de 20 sementes.

Visando a desinfestacdo superficial de microrganismos nas sementes, as
mesmas foram previamente lavadas em solucéo de hipoclorito de s6dio (NaClO)
a 2% por 1 minuto, com posterior enxague em agua corrente. As avaliagdes das
sementes foram realizadas diariamente, sendo contabilizadas ao final do teste as

plantulas normais, anormais e sementes mortas.

2.5 Condutividade elétrica individual

Foram utilizadas 30 sementes de cada tratamento, pesadas
individualmente em balanca analitica com precisdo de 0,001 g, colocadas para
embeber, também individualmente, em copos plasticos (50mL) contendo 25mL
de &gua deionizada, durante 24 h, a 25°C em camara de germinagdo. Apés o
periodo de embebicdo, a condutividade elétrica da agua deionizada e da solucao
foi determinada por meio de leitura em condutivimetro DIGIMED, modelo CD
21. O valor de cada leitura de condutividade foi dividido pela respectiva massa
da amostra e os resultados finais de condutividade elétrica foram expressos em

uS.cmt.g?t de sementes.

2.6 Integridade do DNA

Para avaliar o efeito da desidratacdo na integridade do DNA, 10

sementes de cada tratamento foram utilizadas para a extracdo do DNA. Para a
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extracdo do DNA utilizou-se o Protocolo CTAB 2x (Ferreira e Grattapaglia,
1998), cujo tampdo de extragdo é constituido por CTAB (brometo de
cetiltrimetilamonio) 2%; NaCl 1,4 M; EDTA (acido etilnodiaminotetracético) 20
mM; Tris- HCI (trishidroximetilaminometano) 100 mM pH 8,0; PVP
(polivinilpirrolidona) 1% e 2- mercaptoetanol 0,2%.

As 10 sementes de pitanga de cada tratamento foram maceradas em
nitrogénio liquido até se obter um p6 fino. Em seguida, quatro repeticdes
técnicas de cada tratamento foram colocadas em microtubos de 2 ml,
previamente identificados, aos quais foram adicionados 700 pL de tamp&do de
extragdo CTAB 2x. Depois, as amostras foram incubadas em banho-maria a
65°C por um periodo de 30 a 60 minutos, agitando os microtubos a cada 10
minutos. Posteriormente, foram adicionados 600 pL de CIA (cloroféormio-alcool
isoamilico) na proporcao de 24:1 (v/v) em cada amostra para a desproteinizacao;
0s microtubos foram agitados por suaves inversdes durante 5 minutos e
centrifugados por 10 minutos a 12.000 rpm em microcentrifuga em temperatura
ambiente. Logo ap6s, o sobrenadante contendo o DNA foi transferido para
novos microtubos, aos quais se adicionou 450 pL de isopropanol gelado.

As amostras nos microtubos foram mantidas no freezer por 24 h para a
precipitacdo do acido nucléico. Logo apds, as amostras foram centrifugadas a
temperatura de 4° C por 10 minutos a 12.000 rpm para a obtencéo do pellet de
DNA.

Posteriormente, o pellet obtido foi lavado duas vezes em 1mL de alcool
etilico a 70% durante 5 minutos e uma vez em 1 mL de alcool etilico a 95% (ou
absoluto) por 3 minutos para a retirada dos sais. Em seguida, foi adicionado 50
pL de TE (Tris-HCI 10 mM, pH 8,0, EDTA 1 mM) aos microtubos com o pellet
para solubilizagdo do DNA.
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Um volume de SpuL de cada amostra de DNA extraido foi utilizado para
a andlise da integridade por meio da eletroforese em gel de agarose a 1%, corado
com gel red. O gel foi visualizado sob luz ultravioleta e fotografado no

Fotodocumentador DIGI-DOC ITTM para a visualizacdo das bandas.

2.7 Analise histoquimica

As sementes de pitanga de cada velocidade de secagem e de cada nivel
de desidratacdo também foram submetidas a andlise histoquimica. Dez sementes
obtidas em cada tratamento foram fixadas previamente em FAA 70%
(formaldeido + é&cido acético glacial + alcool etilico 70%) na proporcdo de
5:5:90 (v/v) por 72 h e transferidas em seguida para alcool 70% em temperatura
ambiente até a confeccdo das laminas histologicas.

Posteriormente, as sementes foram seccionadas em cubos de
aproximadamente 0,5 cm?2 e os cortes obtidos do lado oposto ao hilo, ja que em
sementes de pitanga o embrido ndo é visualizado com facilidade. Os cortes
foram obtidos @ méo livre com auxilio de 1amina de barbear, e, posteriormente,
foram corados com reagente de Lugol para evidenciar reservas de amido,
segundo a metodologia proposta por Johansen (1940). Para a obtencdo das
fotomicrografias, foi utilizado o microscopio biol6gico binocular Nikon Eclipse
E100.

2.8 Analises estatisticas

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, em
esquema fatorial duplo composto por duas velocidades de secagem e quatro
graus de umidade, tendo sido realizado um quinto grau de umidade para as
sementes submetidas a secagem rapida. Os dados foram submetidos ao teste de

Tukey a 5% de probabilidade. Dados ndo normais foram analisados pelo método
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GLM (Modelos Lineares Generalizados) através da distribuicdo binomial e,
guando constatada diferenca entre os tratamentos pelo teste Chisq, procedeu-se o
teste LSD a 5% de probabilidade. Todas as analises foram feitas pelo software
RStudio versdo 1.1.383, sendo os gréficos elaborados por meio do programa

Microsoft Office Excel.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Secagem e germinagao das sementes

Na Tabela 1 sdo apresentados os valores de umidade alvo e a umidade
obtida para cada velocidade de secagem. As sementes de pitanga apresentaram
uma desidratacdo desuniforme. Em virtude desta irregularidade no processo de
desidratacdo, foi dificil a obtencdo das umidades-alvo desejadas.

Para verificar estd desuniformidade durante a desidratagdo, em
novembro de 2017 foram coletadas sementes de pitanga e realizado o teste de
umidade individualmente para cada semente quando estas atingissem o grau de
umidade-alvo desejada, quando submetidas a desidratacdo em silica gel nas
mesmas condi¢cdes dos primeiros testes. Na Figura 1, nota-se que as sementes
de pitanga ndo apresentam desidratacdo uniforme, ainda que coletadas no
mesmo periodo, com as mesmas caracteristicas de maturacdo e sendo expostas

as mesmas condicOes de desidratacao.
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Tabela1- Graus de umidade (% base Umida) alcangados durante a
desidratacdo de sementes de pitanga (Eugenia uniflora L.).
Velocidade Umidade Umidade alvo (%)
de secagem inicial 50 40 30 20 10
(%)
Lenta 60,4 51,7 40,9 * 15,4 *
Répida 60,4 48,9 36,7 27,6 15,6 *

*Umidade ndo alcangada.

Fonte: Da autora (2018).

em

Figural- Graus de umidade (% base Umida) individual de sementes de
pitanga (Eugenia uniflora L.) obtidas durante a desidratacdo
silica gel.
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Fonte: Da autora (2018).

O conteudo de &gua inicial das sementes de pitanga foi de 60,4%, valor

préximo ao encontrado por Delgado e Barbedo (2007). A velocidade de secagem

rpida permitiu a reducdo no conteldo de &gua nas sementes de pitanga para

15,6% apds 25 dias de secagem, enquanto que na secagem lenta foram

necessarios 79 dias para essa mesma reducao (FIGURA 2).
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Registrou-se porcentagem de germinacdo de 97%, 80% e 52% para
sementes em secagem rapida com 48,9%, 36,7%, e 27,6% de umidade
respectivamente, enquanto que na secagem lenta a porcentagem de germinagdo
observada foi de 97% e 89% para 51,7% e 40,9% de umidade. Quando as
sementes atingiram 15% de umidade, a germinacéo foi praticamente nula para as
duas velocidades de secagem (FIGURA 3). O grau de umidade letal, ou seja, o
que causa a perda total da capacidade germinativa das sementes, por sua vez, foi
semelhante ao observado por Delgado e Barbedo (2007) quando avaliaram a
tolerancia a dessecacdo de sementes de seis espécies de Eugenia, incluindo a
pitanga.

Diante dos resultados obtidos, verifica-se que o que afetou a
germinabilidade das sementes de pitanga foi a umidade e ndo a velocidade de

secagem.

Figura2 - Curva de secagem de sementes de pitanga (Eugenia uniflora L.),
submetidas a duas velocidades de secagem.
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A capacidade germinativa foi afetada negativamente a medida em que as
sementes de pitanga foram secadas, principalmente nas sementes expostas a
secagem lenta quando foi observada elevada percentagem de plantulas anormais
(FIGURA 4 e TABELA 2). José et al. (2011), estudando o efeito da taxa de
secagem em sementes de Magnolia ovata (A. St.-Hil.), constataram que a taxa
de secagem afetou a germinacgéo e o vigor das sementes, sendo a secagem lenta a
que melhor manteve a alta viabilidade das sementes. A secagem lenta também
foi relatada como a que melhor proporcionou a capacidade de tolerar a
dessecagdo das sementes de Genipa americana L. (MAGISTRALI et al., 2013).
J& as sementes de Coffea arabica L. (COELHO et al., 2015), toleraram teores
finais de agua mais baixos quando expostas a secagem rapida, porém, a
qualidade das sementes desidratadas até teores mais elevados de agua é menor

do que a de sementes submetidas a secagem lenta.

Figura3- Porcentagem de sementes de pitanga (Eugenia uniflora L.)
germinadas em diferentes niveis de desidratacdo, submetidas a duas
velocidades de secagem.
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Neste estudo, embora a velocidade de secagem ndo tenha influenciado a
porcentagem de germinacdo, verifica-se que a secagem rapida propiciou maior
porcentagem de plantulas normais (FIGURA 4). De acordo com Pammenter et
al. (1998), a secagem rapida é um efetivo redutor de danos por perda de
viabilidade, o que torna importante correlacionar os niveis criticos de agua das
sementes em que a viabilidade é comprometida ou perdida com a secagem.
Ressalta-se ainda que mesmo a semente sensivel a desidratacdo sendo submetida
a secagem rapida, ndo adquirira tolerancia a desseca¢do e quando atingir teor de
agua letal para a retencédo de sua viabilidade, ndo sobrevivera.



Figura 4 -
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Porcentagem de plantulas normais, anormais e sementes mortas
de pitanga (Eugenia uniflora L.) com diferentes teores de agua
obtidos por duas velocidades de secagem. Figura A: sementes
submetidas a secagem rapida. Figura B: sementes de pitanga
submetidas a secagem lenta.
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Tabela2 - Porcentagem de plantulas normais, anormais e sementes mortas de
pitanga (Eugenia uniflora L.), com diferentes teores de &gua
submetidos ou ndo a secagem.

Umidade alvo (%) 60 50 40 30 20
Plantulas normais

Secagem rapida 98 a 90 Ab 73 Ac 45d 4Ae

Secagem lenta 98 a 88 Ab 58 Ac * 0Ad
Plantulas anormais

Secagem rapida 2a 7Aa 7Aa 7a 5Aa

Secagem lenta 2a 9Aa 31 Bb * 2Aa

Sementes mortas
Secagem rapida 0d 3Ad 20 Ac 48 b 91 Aa
Secagem lenta Oc 3AC 11 Ab * 98 Aa

Letras mailsculas comparam médias entre as velocidades de secagem para grau de

umidade préximo, e letras mindsculas comparam médias entre graus de umidade para

uma mesma velocidade de secagem. * Nao houve umidade préxima para a comparagéo.
Fonte: Da autora (2018).

3.2 Danos causados pela secagem

O valor da condutividade elétrica das sementes de pitanga com 60,4% U
foi de 27,9 uS.cm™.g* e decresceu com a desidratagdo, sugerindo a existéncia de
diferencas na permeabilidade das sementes ao longo do processo de desidratacdo
(FIGURA 5). O maior aumento nos valores de condutividade elétrica foi
observado em sementes secadas rapidamente a medida que reduzia o contetdo
de &gua, porém, estes aumentos ndo superaram o valor inicial de condutividade
elétrica antes da desidratacao.

As sementes submetidas a secagem lenta apresentaram 0S menores
valores de condutividade. Este comportamento provavelmente ocorreu porgue
houve ligeira estruturacdo das membranas a medida que diminuia o contetdo de

agua, tendo como consequéncia menor liberacdo de exsudatos (FIGURA 5).
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Figura5- Condutividade elétrica (uS.cm-1.g-1) de sementes de pitanga
(Eugenia uniflora L.) submetidas a diferentes velocidades de
secagem, e niveis de desidratacao.
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Fonte: Da autora (2018).

Silva et al. (2017) em seus estudos também observaram uma reducdo na
condutividade elétrica em resposta a dessecacdo de aquénios de Anacardium
othonianum Rizz.

Os danos causados por secagem ao sistema de membranas celulares
podem ser estimados pela medicdo da condutividade elétrica, porém, neste
estudo ndo foi possivel correlacionar os valores obtidos no teste de
condutividade elétrica com os tratamentos de desidratacdo aplicados. Para
entender melhor este comportamento das sementes submetidas a desidratagdo no
teste de condutividade elétrica, em 2017 foram coletadas sementes de pitanga, e
estas foram submetidas & desidratagdo em silica gel nas mesmas condic¢des dos
primeiros testes. Sementes recém-coletadas (52,4% U) apresentavam valores de

condutividade de 19,3 uS.cm™.g?, enquanto que as sementes secas (33,1% U e
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18,1% U) exibiam valores de condutividade de 12,5 pS.cm™.gte 10,8 uS.cm™.g
! respectivamente, para sementes com tegumento, ¢ 77,3 uS.cmt.g?! e 190,1
uS.cm™.g? para sementes sem tegumento.

Sendo assim, diante dos resultados obtidos, sugere-se que a presenca do
tegumento influenciou nos resultados de condutividade elétrica das sementes de
pitanga submetidas a desidratacdo. Além disso, foi observado que a medida que
as sementes tinham o seu contetdo de agua reduzido, o tegumento apresentava-
se mais enrijecido, provavelmente impedindo a completa submerséo da semente
durante o periodo de embebicédo. Silva et al. (2014), avaliando a influéncia do
pericarpo no teste de condutividade elétrica em sementes de Crambe abyssinica
Hochst submetidas a diferentes métodos de secagem, verificaram que a retirada
do pericarpo antes do teste aumenta a confiabilidade da analise.

Com relagdo ao teste histoquimico, a partir das fotomicrografias,
observou-se que aparentemente houve uma reducdo na quantidade de amido
guando as sementes de pitanga atingiram umidade a partir de 27,6% (FIGURA
6). De modo geral, verifica-se grande quantidade de amido nas células das
sementes de pitanga. Segundo Mello et al. (2010), tais sementes apresentam alta
guantidade de amido, o que representa 64% de sua matéria seca.

Estudando a composicdo de carboidratos de sementes de Inga vera
Willd. submetidas a desidratacdo e ao armazenamento, Mello et al. (2011)
verificaram que a quantidade de amido alterou pouco com a dessecacdo das
sementes, porém, quando as sementes estavam mortas, houve uma diminuigo
drastica na quantidade de amido.

A sensibilidade a dessecacdo esta associada a ineficiéncia ou auséncia de
alguns mecanismos e/ou processos que estdo presentes em tecidos tolerantes a

dessecacdo, como nas sementes ortodoxas. A reducdo de agua em sementes
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sensiveis a desidratacdo pode causar danos ao sistema de membranas e a
integridade do DNA.

Figura6 - Fotomicrografias de sementes de pitanga (Eugenia uniflora L.)
com diferentes teores de agua, obtidos por diferentes velocidades

de secagem.
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LEGENDA: (A): SF — 60,4% U; (B) SSR — 48,9% U; (C) SSR - 36,7%; (D): SSL —
51,7% U; (E) SSR - 27,6% U; (F) SSR — 15,6% U; (G) SSL — 40,9% U; (H) SSL -
15,4% U. SF: sementes frescas sem secagem; SSR: sementes em secagem rapida; SSL:
sementes em secagem lenta. As barras nas imagens equivalem a 50 um. Seta indica gréo
de amido.

Fonte: Da autora (2018).
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Neste estudo, a andlise da integridade do DNA em sementes de pitanga
expostas a desidratacdo evidencia que aparentemente ndao houve degradacdo do
DNA. Este resultado pode ser observado no gel de agarose, onde o0 DNA se
apresenta integro, sem fragmentacGes ou arraste vertical caracteristico da
degradacéo do DNA (FIGURA 7).

Figura7 - Gel de agarose (1%) de DNA gendmico extraido de sementes de

pitanga (Eugenia uniflora L.) submetidas a diferentes velocidades de
secagem e niveis de desidratacao.
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LEGENDA: (A): SF — 60,4% U; (B) SSR — 48,9% U; (C) SSR - 36,7%; (D): SSL —

51,7% U; (E) SSR — 27,6% U; (F) SSR — 15,6% U; (G) SSL — 40,9% U; (H) SSL —

15,4% U. SF: sementes frescas sem secagem; SSR: sementes em secagem répida; SSL:

sementes em secagem lenta. MM: marcador molecular; bp: pares de base. R: repeticdo
Fonte: Da autora (2018).
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Masetto et al. (2008), avaliando a tolerancia a dessecacdo e integridade
do DNA em sementes de Eugenia pleurantha (O. Berg) expostas a secagem,
verificaram degradacdo do DNA nas sementes onde a germinabilidade j& havia
sido totalmente perdida. Porém, no presente estudo, no grau de umidade em que
as sementes ja se encontravam mortas néo foi visualizada banda de DNA no gel.
Assim, foi realizada nova extragdo, utilizando desta vez o kit de Wizard
Genomic DNA Purification. Porém, também ndo foram visualizadas as bandas
de DNA nas amostras onde o contetdo de agua era letal para a sobrevivéncia das
sementes. Segundo Osborne (2000), a agua disponivel na semente ap6s a
desidratacdo pode determinar a manutencdo da integridade proteica, a
conformacgdo do DNA, a ativacdo das endonucleases e a integridade gendmica.
Os resultados obtidos sugerem a necessidade de estudos mais detalhados da
relacdo entre secagem e integridade do DNA em sementes de pitanga.

4 CONCLUSOES

v'O grau de umidade, e ndo a velocidade de secagem, que influencia a
germinacdo de sementes de pitanga;

v'O grau de umidade de 15% é letal para sementes de pitanga;

v'O teste de condutividade elétrica ndo permitiu avaliar os danos estruturais a
membrana celular, visto que a presenca do tegumento ap6s a desidratacao
influenciou na embebicdo da semente durante o tempo estabelecido para o
teste;

v'Houve degradacdo do amido quando as sementes atingiram grau de
umidade abaixo de 28%;

v'N&@o houve degradagdo do DNA em sementes de pitanga submetidas a

desidratacdo, e quando as sementes ja se encontravam mortas (com 15% de
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agua) nao foi possivel a extracdo do DNA a partir dos protocolos utilizados

neste estudo.
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CAPITULO 3

ESTIMATIVA DA VIABILIDADE DE SEMENTES DE PITANGA
(Eugenia uniflora L.) POR ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO
PROXIMO

RESUMO

A producdo florestal requer o fornecimento continuo de sementes de alta
qualidade para a producdo de mudas via propagacdo sexuada. Para avaliar a
viabilidade das sementes, existem varios testes, porém, muitos sdo baseados em
métodos destrutivos e muitas vezes demorados. A espectroscopia no
infravermelho proximo (NIR) é um método ndo destrutivo, rapido e que vem
sendo empregado para estimar parametros de qualidade de sementes, como
umidade, teor de carboidratos, lipidios e proteinas. O objetivo, no presente
estudo, foi investigar o potencial do uso da espectroscopia NIR na classificacdo
da viabilidade de sementes de pitanga (Eugenia uniflora L.). Os espectros NIR
foram obtidos por meio da fibra 6ptica a partir de 500 sementes individuais de
pitanga submetidas ou ndo a secagem. Posteriormente, as sementes foram
submetidas ao teste de germinagdo. A exploragdo de dados foi realizada por
analise de componentes principais (PCA), e a viabilidade das sementes foi
classificada por meio da analise discriminante por minimos quadrados parciais
(PLS-DA). A desidratacdo de sementes sensiveis a dessecacdo resulta em
reacOes degradativas e alteragBes bioquimicas que contribuem para reduzir a
viabilidade das sementes. Essas mudancas bioquimicas podem ser o motivo de
um agrupamento claro entre sementes com e sem secagem que foi observado na
PCA. A partir do modelo PLS-DA néo foi possivel validar um modelo para
classificar corretamente a viabilidade de sementes de pitanga.

Palavras-chave: NIRS. Qualidade de semente. Danos por secagem. PLS-DA.

Componentes principais.

1 INTRODUCAO

A viabilidade de sementes pode ser determinada por meio de Varios
testes, contudo, o teste de germinagdo ainda é tido como o método oficial. De

acordo com a Associacdo de Analistas Oficiais de Sementes (AOSA, 2010), a
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germinacdo é a capacidade estimada de sementes para produzir plantas normais
com vigor sob condic¢des controladas favoraveis, e é expressa pela porcentagem
de sementes germinadas sobre os totais de sementes testadas. O teste de
germinacdo também possibilita detectar plantulas anormais, sementes mortas e
dormentes.

Os testes de viabilidade atuais sdo baseados em métodos destrutivos e
muitas vezes demorados. Com o avan¢o da tecnologia, os testes ndo destrutivos
para a determinagdo da qualidade de sementes tém surgido com o objetivo de
acelerar os procedimentos e tornar os resultados mais uniformes entre
laboratodrios diferentes e dentro deles (DELL’AQUILA, 2009). A técnica da
espectroscopia no infravermelho préximo (NIR) vem sendo amplamente
utilizada para estimar o conteldo de agua, carboidratos, proteinas e lipidios (JR.
WORKMAN; WEYER, 2012), j& que se trata de uma técnica rapida e ndo
destrutiva.

Estudos recentes mostram a correlagdo positiva dos espectros NIR para a
predicdo da viabilidade das sementes em diferentes espécies, como espinafre
(OLESEN et al., 2011), soja e milho (AGELET at al., 2012), milho (JIA et al.,
2016; AMBROSE et al. 2016), tomate (SHRESTHA; DELEURAN; GISLUM,
2017; SHRESTHA et al., 2016), arroz (SONG et al., 2015), Pinus patula
(TIGABU; ODEN, 2003), mamona (SANTOS et al., 2014) e meldo japonés
(KANDPAL et al., 2016).

A classificacdo da viabilidade de sementes a partir da espectroscopia
NIR pode ser baseada em diferentes tipos de analises e modelos como a anélise
de varidveis canbnicas ampliadas (ECVA); modelagem  suave
independente por analogia de classe (SIMCA); minimos quadrados parciais

(PLS); analise discriminante por minimos quadrados parciais (PLS-DA); analise
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discriminante linear ortogonal (OLDA); e maqguinas de vetores de suporte por
minimos quadrados (LS-SVM).

A andlise PLS-DA é uma ferramenta de classificacdo baseada no modelo
PLS (BARKER; RAYENS, 2003), no qual a variavel dependente é selecionada
para representar a associacdo da classe (WESTERHUIS et al., 2008), utilizando
de informagBes espectrais ou perfil quimico para discriminar as amostras
(BRERETON; LLOYD, 2014). Shetty et al. (2012) utilizaram o modelo PLS-
DA em diferentes comprimentos de onda para discriminar os diferentes
tamanhos de sementes de espinafre para prever a capacidade de germinagéo e o
comprimento da plantula. J& Kandpal et al. (2016) usaram o modelo PLS-DA
para prever a viabilidade e vigor em sementes de meldo japonés.

A predicdo da viabilidade de sementes de pitanga (Eugenia uniflora L.)
a partir da técnica NIR nunca foi empregada antes em estudos desta natureza. As
sementes de pitanga apresentam baixa longevidade, sendo sua semeadura
recomendada imediatamente apés a coleta (LORENZI, 2002). Desse modo, em
virtude da baixa longevidade das sementes de pitanga e na crescente demanda
por mudas de qualidade, faz-se necessaria a utilizagdo de técnicas analiticas
répidas de predicdo da viabilidade de sementes.

Assim, diante do exposto, objetivou-se empregar a espectroscopia NIR
para desenvolver modelo de classificagdo que seja capaz de prever a viabilidade

de sementes de pitanga.
2 MATERIAL E METODOS
2.1 Coleta e beneficiamento das sementes

Frutos maduros de pitanga (Eugenia uniflora L.) foram coletados em
outubro de 2016 em matrizes localizadas em Lavras — MG. Apds a coleta dos

frutos, o beneficiamento das sementes foi realizado de acordo com Davide, Faria
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e Botelho (1995), compreendendo maceracdo dos frutos em peneira sob agua
corrente para separacdo dos residuos de frutos. Posteriormente, as sementes
foram postas sobre papel toalha em uma bancada de laboratério e mantidas por 2

horas para remocdo da agua superficial.

2.2 Desidratacéo das sementes

Um total de 500 sementes de pitanga foram analisadas por
espectroscopia no infravermelho proximo — NIR, seguida de teste de
germinagéo.

Para a avaliacdo da viabilidade das sementes, tempos de secagem foram
estabelecidos: sementes sem secagem (60,4% U); sementes secadas em silica gel
por 2 dias (48,9% U); sementes secadas em silica gel por 8 dias (36,7% U);
sementes secadas em silica gel por 14 dias (27,6%); sementes secadas em silica
gel por 25 dias (15,6%). Para cada periodo de secagem, o grau de umidade (base
Umida) das sementes foi determinado conforme estabelecido nas Regras para
Anadlise de Sementes — RAS (BRASIL, 2009).

2.3 Aquisicdo dos espectros no infravermelho proximo — NIR

Os espectros das sementes foram obtidos antes dos testes fisiol6gicos
para cada tratamento. Para a geracdo de curvas espectrais, foram utilizadas 100
sementes de cada tratamento, analisadas individualmente a partir da fibra Optica
do aparelho. As leituras foram realizadas no Laboratério Multiusuario de
Biomateriais DCF/UFLA, em sala climatizada (20°C e 60% UR).

O aparelho utilizado para a obtencdo dos espectros do infravermelho
proximo das sementes foi o espectrdmetro FT-NIR, modelo MPA (Bruker),
equipado com uma esfera de integracdo e uma fibra 6tica. A aquisicdo dos

espectros foi realizada na gama de 12.500 a 3.500 cm™ (800 a 2857 nm) com
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resolucdo espectral de 8 cm™ e 16 scans por leitura (cada espectro é uma média
de 16 varreduras) em modo de reflexdo difusa. Uma base com superficie
banhada a ouro é adotada como referéncia para calibrar a absor¢éo da luz do
infravermelho préximo. O espectrdmetro € conectado a um computador que
armazena os dados dos espectros coletados por meio do programa OPUS, versao
7.0.

Para a calibragdo, foram utilizados os dados obtidos pelo método
analitico convencional (teste de germinacdo) e a curva espectral de cada uma das
sementes analisadas pelo aparelho. Esses dados foram analisados por um
software para predizer os valores das mesmas e, com base nos resultados das
duas analises, foram feitas as correlagbes que indicassem a confiabilidade, ou
ndo, do aparelho para a analise de viabilidade de sementes de pitanga apds serem

submetidas a secagem ou néo.

2.4 Teste de germinagdo como método de referéncia

A avaliagdo da qualidade fisioldgica para a afericdo do potencial de
predicdo do NIR foi realizada por meio do teste de germinacdo. As sementes
individualmente identificadas de cada tratamento foram previamente lavadas em
solucdo de hipoclorito de sodio (NaClO) a 2% por 1 minuto, enxaguadas em
agua e semeadas em gerbox, entre areia esterilizada, em germinador do tipo
Mangelsdorf a uma temperatura de 25° C sob luz constante.

Ao final do teste de germinacdo, foram contabilizadas: plantulas normais
(plantulas que mostram potencial para continuar seu desenvolvimento e dar
origem a plantas normais sob condi¢bes favoraveis de campo); plantulas
anormais (sdo aquelas que mesmo crescendo em condig¢des favoraveis ndo
mostram capacidade para continuar seu desenvolvimento e dar origem a plantas

normais); e sementes mortas (deterioradas).
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2.5 Analise multivariada dos dados

A andlise multivariada dos dados foi realizada usando o software
Chemoface® (versdo 1.61) (NUNES et al., 2012). A andlise de componentes
principais (PCA) foi feita em dados brutos para obter uma perspectiva geral dos
dados e para a deteccdo de outliers.

Na calibracdo, os modelos foram ajustados pelo método dos minimos
quadrados parciais (PLS), que relacionou os dados espectrais obtidos no NIR
com os dados obtidos pelo método de referéncia realizado em laboratério. O
nimero de componentes principais foi oito e 0 nimero de variaveis latentes foi
definido pelo programa baseado na maximizagao do coeficiente de determinagéo
e minimizacdo do erro padrdo da validacdo. A calibracdo dos modelos foi
validada pelo método da validagdo cruzada. Tratamentos matematicos também
foram aplicados a fim de melhorar os modelos.

A andlise discriminante por minimos quadrados parciais (PLS-DA) foi
feita para a predicdo da viabilidade das sementes. A partir desta abordagem, a
germinacéo foi considerada como uma varidvel categorica. Assim, neste estudo,
as sementes foram agrupadas em trés diferentes categorias, sendo que a
categoria 1 representava as sementes que produziram plantulas normais; a
categoria 2 representava as sementes que produziram plantulas anormais e a

categoria O representava sementes mortas.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Espectros no NIR e interpretacéo de bandas de absorgéo

A aquisicdo dos espectros das sementes de pitanga foi realizada na gama
de 12500 a 3500 cm™ (800 a 2857 nm). Contudo, para otimizar os espectros

médios baseados na absorbancia, a regido de comprimento de onda mais curto
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12500 a 9000 cm? (800 a 1111 nm) foi excluida porque apresentava ruidos
(FIGURA 1). Olesen et al. (2011), classificando sementes de Spinacia oleracea
L. por NIR, também descartaram comprimentos de onda de 12004 a 9099 cm?
(833 21099 nm) e 7199 a 5998 cm™* (1389 a 1667 nm) que apresentavam ruidos
e classificava um nimero maior de sementes de maneira incorreta.

A selecdo de comprimento de onda também foi importante para a
classificacdo de sementes viaveis e ndo vidveis de Raphanus sativus L., com 0
comprimento entre 9090 a 4545 cm™ (1100 nm e 2200 nm) resultando em menor
numero de sementes mal classificadas daquela espécie (MIN; KANG, 2008). Ja
sementes viaveis e vazias de Pinus patula Schide & Deppe foram perfeitamente
classificadas com base nos espectros de refletancia NIR quando houve a selecéo
de bandas em duas regides, 9090 a 7692 cm™ (1100-1300 nm) e 6250 a 5405
cm?® (1600-1850 nm) (TIGABU; ODEN, 2003). Assim, infere-se que o
comprimento de onda estabelecido no modelo pode resultar em classificacdes
deturpadas, tornando-se necessario, muitas vezes, fazer a correta sele¢cdo do
comprimento de onda.

Os espectros NIR das sementes de pitanga apresentaram variagdo na
absorbéncia ao longo do comprimento de onda com diferencas visiveis de
absorbéancia entre as sementes sem e com secagem (FIGURA 1). Os maiores
picos de absorbancia observados foram em 6877 cm™ (1454 nm) e 5168 cm™
(1935nm), com diferencas visiveis nos picos entre as sementes que ndo passaram
pelo processo de secagem. O comprimento de onda de 5168 cm? esta
relacionado com a caracteristica da umidade (BURNS; CIURCZAK, 2008), o
que condiz com os resultados obtidos neste estudo, onde as sementes que nao
passaram pelo processo de secagem apresentaram elevada absorbancia neste

comprimento de onda.
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No presente estudo, as sementes com e sem secagem indicavam
informacBes quimicas similares com variacdo na absorbancia (FIGURA 1).
Dowell e Maghirang (2002) relataram que a espectroscopia NIR em semente
Unica pode detectar 0 componente quimico desde que ele esteja presente em
quantidades suficientes (acima de 0,1% da concentragdo total presente na
semente) para afetar significativamente a absor¢do do infravermelho préximo.

O comprimento de onda de 6877 cm™ esté relacionado com a vibragdo
de ligagdo de alongamento O-H do primeiro som que corresponde a estrutura do
amido e agua; e com a vibracdo de ligacdo de alongamento C=0 do terceiro
som. Ja o comprimento de onda de 5168 cm™ esta correlacionado com a ligagdo
de vibracdo de curvatura O-H, que por sua vez relaciona-se a estrutura da agua
(BURNS; CIURCZAK, 2008). McGoverin et al. (2011), em seus estudos sobre a
caracterizacdo de sementes de trigo, cevada e sorgo, também relataram
alongamento de O-H na regio espectral de 5208 a 5154 cm™* (1920 a 1940 nm)
que se relaciona com a vibracdo a base de &gua, sendo portando principal

contribuidor para a separagdo de sementes viaveis e ndo viaveis (FIGURA 1).
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Figural- Meédia por grau de umidade dos espectros NIR em sementes de
pitanga (Eugenia uniflora L.) com e sem secagem.
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Fonte: Da autora (2018).

Na Figura 2, observa-se que no espectro de sementes mortas ndo se
destaca o comprimento de onda de 6877 cm™, o qual esta relacionado a estrutura
do amido e agua. Uma provavel explicacdo seria a possivel degradacdo do
amido na semente ao longo do processo de secagem, 0 que contribuiu para
producdo de sementes mortas, uma vez que as sementes que ndo passaram pelo
processo de secagem obtiveram 100% de germinagdo. No comprimento de onda
de 4744 cm (2108nm), que esta relacionado com o grupo funcional CHO dos
carboidratos — glicose (JR. WORKMAN; WEYER, 2012), observa-se que, no
espectro das plantulas normais, ndo fica evidente o pico.

Neste estudo, as sementes que passaram pelo processo de secagem
produziram plantulas anormais e sementes mortas. Logo, sugere-se que 0 pico
presente no comprimento de onda de 4744 cm™ nos espectros destas sementes
(FIGURA 2) possa estar relacionado com a substituicdo da &gua pelos aglcares

ja existentes, como foi evidenciado nos estudos de Leprince, Hendry e McKersie
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(1993), em que foi observado em sementes secas 0 acimulo de agUcares, € que,
de acordo com estes autores, ha evidéncias de que 0s agUcares apresentam

importante papel na tolerdncia a dessecacdo em sementes.

Figura2 - Meédia por germinacdo dos espectros NIR em sementes de pitanga
(Eugenia uniflora L.).
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Fonte: Da autora (2018).

3.2 Analise de componentes principais (PCA)

A anélise de componentes principais foi realizada para uma prévia
avaliagdo do comportamento dos espectros e possivel separacdo dos graus de
umidade (FIGURA 3) e da germinacéo (FIGURA 4). Tanto na Figura 3 quanto
na figura 4 observam-se o0s scores da PCA das 500 sementes de pitanga
submetidas ou ndo & secagem. Em geral, a variabilidade espectral explicada nas
PCAs foi de 100%, em que o primeiro e 0 segundo componentes principais
descreveram 97,5% (PC1) e 2,5% (PC2) da variabilidade dos dados.
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Na Figura 3, observa-se que houve uma tendéncia de separacdo entre as
sementes que ndo passaram pelo processo de secagem daquelas sementes que
foram submetidas a secagem. As sementes que sofreram secagem mostraram um
padrdo de agrupamento que era visivel, e apresentavam grau de umidade de
48,9%, 36,7%, 27,6% e 15,6%, enquanto que as sementes sem secagem
apresentavam grau de umidade de 60,4%. Esta separacdo indica que ha
diferencas espectrais entre os tratamentos com e sem secagem. Embora sutis, séo

sistematicas e podem ser usadas para fins de discriminacao.

Figura3 - Gréfico de dispersdo bidimensional para PC1 e PC2 da analise de
componentes principais (PCA) dos espectros no NIR a partir de
sementes de pitanga (Eugenia uniflora L.) submetidas ou ndo a

secagem.
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Fonte: Da autora (2018).

A PCA da germinacdo (FIGURA 4) ndo apresentou boa separacdo entre

sementes que produziram plantulas normais, anormais e sementes mortas.
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Entretanto, embora existam sobreposi¢fes entre as classificagdes, observa-se

uma tendéncia de distribuicao das sementes classificadas como mortas.

Figura4 - Gréfico de dispersdo bidimensional para PC1 e PC2 da anélise de
componentes principais (PCA) dos espectros no NIR a partir da
germinacdo de sementes de pitanga (Eugenia uniflora L.)
submetidas ou ndo a secagem.
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Fonte: Da autora (2018).

A Figura 5 mostra as cargas dos componentes principais, que
representam os pesos de correlacdo das variaveis, ou seja, as cargas PC1 e PC2
mostraram variagdes em algumas regides espectrais que foram importantes para
a classificagdo da viabilidade das sementes de pitanga. O pico em
aproximadamente 5157 cm™ (1939 nm) corresponde ao maior peso, indicando
que essa varidvel teve a maior influéncia nos dados na dire¢do da PC1. Ressalta-
se ainda que tal comprimento de onda esté relacionado com a molécula de &gua
(BURNS; CIURCZAK, 2008). Por outro lado, o pico em aproximadamente
5103 cm™ (1960 nm) no gréafico de carga do PC2 demonstrou que a varidvel é
responsdvel pela maior variagdo no conjunto de dados da PC2, cujo

comprimento de onda esta relacionado com o amido (BURNS; CIURCZAK,
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2008). De acordo com Ambrose et al. (2016), a presenca de picos em
comprimentos de onda constitui a base para andlises na construcdo de modelos

de classificacdo empregando a PLS-DA.

Figura5- Plotagem de carregamento da PCl e PC2 e espectros NIR de
sementes de pitanga (Eugenia uniflora L.).

—PC1 —PC2
0,06

0,04
0,02

g 0

=

[}

S0,02

LF]

=

50,04

9
o |
5 0,06

-0,08

9000 8000 7000 6000 5000 4000
Numero de onda (cm-1)

Fonte: Da autora (2018).

3.3 Anélise discriminante por minimos quadrados parciais (PLS-DA)

Foi realizada a classificacdo através da PLS-DA, com o objetivo de
gerar modelos capazes de prever a viabilidade de sementes de pitanga ap6s
serem submetidas ou ndo a secagem, porém nao foi possivel validar um modelo
que calibrasse corretamente a viabilidade de sementes de pitanga (TABELA 1)
mesmo utilizando pré-tratamentos. O erro de classificagdo do modelo apos a
validacdo foi alto (72,6%), demonstrando que o modelo de classificacdo
utilizado ndo conseguiu classificar corretamente as sementes que sofreram

secagem. Entretanto, observa-se que a calibragdo foi boa e obteve 87,8% de
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classificacdo correta, ou seja, 0s dados espectrais e os dados obtidos pelo método
de referéncia apresentaram alta relagdo.

Tabela 1- Predicdo da viabilidade de sementes de pitanga (Eugenia uniflora
L.) por analise PLS-DA com validacdo cruzada.

Viabilidade
%
Calibracao Validagdo Classificacao
correta
U SM PN PA SM PN PA
(%)
60,4 - 98 (98) 0(2) - 98 (98) 0 (0) 98%

49,5 1(3) 91 (91) 0(6) 0(3) 0(91) 0¢(6) 6%
36,9 12(20) 70(73) O(7) 0(0) 5(3) 7(7) 12%
246  41(49) 35(44) O0(7) 0(49) 12(44) 5(7) 17%
16,3 91 (91) 0(4) 0(5) 0(9) 4 (4) 0 (5) 4%
Classificacdo
geral 27,4%
Valores entre parénteses sdo 0s percentuais obtidos a partir do teste de germinagdo em
laboratério. LEGENDA: U — umidade; SM — sementes mortas; PN — plantulas normais;
PA — plantulas anormais.

Fonte: Da autora (2018).

As elevadas taxas de classificagdo incorreta na validagdo mostraram que
as discriminagOes foram mais aleatorias e nenhuma diferenca foi detectada pelo
NIR, principalmente das sementes que passaram pelo processo de secagem.
Diferentemente dos resultados obtidos neste estudo, Kandpal et al. (2016),
guando utilizaram a analise de PLS-DA para prever a viabilidade e vigor de
sementes de meldo japonés, alcangaram alta precisdo de classificacdo (93,4%)
para o conjunto de validagéo. Ja Shrestha, Deleuran e Gislum (2017), usando o
modelo PLS-DA para a classificacdo de sementes de tomate vidveis e ndo

viaveis, previram amostras com taxa de classificacéo correta de 86,9%.



71

4 CONCLUSOES

v'A exploracdo dos espectros NIR, seguida de analise de PCA, indica que as
medidas espectrais podem ser utilizadas para discriminar sementes de
pitanga com e sem secagem;

v Os espectros mostraram diferencas entre os tratamentos, sugerindo que
comprimentos de onda que possuem informacBes quimicas da agua e
carboidratos tém influéncia na classificacdo da viabilidade;

vEmpregando o modelo PLS-DA para discriminar a viabilidade de
sementes de pitanga com e sem secagem, foi possivel obter taxa de
classificacdo correta da calibracdo de 87,8%, porém, ndo foi possivel

validar o modelo obtido.
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