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“- A fruta, entende? Néo é o objetivo da drvore (...). Uma IaranJ;fira é uma
drvore que so existe para produzir outras drvores iguais a ela. Ela € apenas um
veiculo de sua propria semente, como nés somos a embalagem da vida. A fruta é
uma etapa, ndo é o fim (...). A propria fruta se soubesse a importdncia que nés
lhe damos, enrubesceria como uma mag@ na sua modéstia (...). O importante é a
semente. E a dnsia, é o dcido, é o que nos traz de pé nesta vida. (..,) A prépria

planta é um artificio da semente para se recriar™.

Luis Fernando Verissimo
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RESUMO

MASETTO, Tathiana Elisa. Estudo da sensibilidade & desseca¢io em
sementes de Eugenia handroana D. Legrand (Myrtaceae). 2005. 60 p.
Dissertagdo (Mestrado em Engenharia Florestal) — Universidade Federal de
Lavras, Lavras, MG.*

Com o objetivo de estudar a tolerdncia & dessecagao e analisar a integridade do
DNA e os procedimentos dos testes de germinagdo, tetrazélio e raios X para a
avaliagdo da qualidade de sementes de Eugenia handroana, foram conduzidos
experimentos utilizando sementes provenientes de diversas matrizes localizadas
na regido de Lavras, MG. Para a avaliagio quanto a tolerdncia 4 dessecagdo, as
sementes foram mantidas em sala de secagem com temperatura e umidade
controladas (20°C e 60% UR), até que fossem obtidas sementes com diferentes
percentuais de umidade (30%, 25%, 20%, 15%, 10% e 5%) e em cada ponto
obtido foi realizado teste de germinagdo. Foi extraido o DNA a partir das
sementes submetidas 4 desidratagio e comparado com o padrio de DNA de
sementes nio desidratadas de goiaba (Psidium guajava). No teste de germinago
foram avaliados os substratos areia autoclavada e rolo de papel sob as
temperaturas de 20°C, 25°C, 30°C e 35°C com luz branca constante e a
temperatura alternada de 20°C/30°C, com dez horas de escuro para a
temperatura mais baixa e catorze horas de luz para a temperatura mais elevada.
Para o teste de tetrazélio foram utilizadas as concentragdes de 0,5%, 0,1% e
0,075% de sal de tetrazélio durante 4, 8 e 12 horas no escuro a 30°C. No teste de
raios X as sementes foram colocadas em suportes de isopor € expostas a diversas
intensidades de radiagdo (35, 45, 50 e 60Kvp), com duragéo de 45 e 60 segundos
para determinar o padrio de raios X. Os resultados obtidos permitiram concluir
que as sementes de Eugenia handroana apresentam um comportamento
intermediario e, conforme a secagem drastica das sementes, ocorre a degradagio
do DNA. O substrato areia autoclavada e a temperatura de 30°C permitiram
maior porcentagem de germinagdio. Para o teste de tetrazdlio, todas as
concentragdes possibilitaram a avaliagio da viabilidade, tendo a concentragdo de
0,1% durante o tempo de 4 horas facilitado a avaliagdo dos embrides comparada
com as demais concentra¢des. No teste de raios X, a combinagdo de 60 segundos
de exposi¢io 4 radiagdio de 50 Kvp permitiu visualizagdo clara dos danos
internos causados por infestagdo, os quais afetaram a germinagdo das sementes
de Eugenia handroana.

° Comité Orientador: Antonio Claudio Davide — UFLA (Orientador) e José Marcio
Rocha Faria (Co-Orientador) — UFLA.



ABSTRACT

MASETTO, Tathiana Elisa. Desiccation sensibility studies in Eugenia
handroana seeds (Myrtaceae). 2005. 60 p. Dissertation (Master Program in
Forestry Engineer) — Federal University of Lavras, Lavras, Minas Gerais,
Brazil.”

This research aimed to study desiccation tolerance, DNA integrity and to
evaluate Eugenia handroana seeds quality through the germination, tetrazolium
and X-ray tests using seeds of Eugenia handroana colleted from various trees
located in Lavras-MG. To evaluate desiccation tolerance seeds were maintained
in dehydration room with controlled temperature and humidity (20°C and 60%
UR) and decreased seed moisture content every 5% starting from 35,45%. DNA
was extracted from seeds submitted to dehydration and compared with the
pattern of DNA from guava (Psidium guajava) seeds. Germination tests were
performed in sterilized sand and paper roll under the temperatures of 20°C,
25°C, 30°C and 35°C with constant white light and alternate temperatures of
20°C/30°C, with ten hours of darkness for the lowest temperature and fourteen
hours of light for the highest temperature. For tetrazolium test the concentrations
of 0,5%, 0,1% and 0,075% of tetrazolium salt and times of 4, 8 and 12 hours of
seed incubation were used in the dark at 30°C. For the X-ray test seeds were
placed in supports and exposed the radiations intensities of 35, 45, 50 and 60
Kvp, with duration of 45 and 60 seconds. The obtained results allowed conclude
that Eugenia handroana seeds showed an intermediate behavior and that seed
dehydration caused DNA degradation. The sterilized sand and 30°C temperature
allowed superior germination percentage. For the tetrazolium test, all the
concentrations allowed evaluation of seed viability, but the concentration of
0,1% and 4 hours of incubation of the seeds facilitated the evaluation of the

* Guidance Committee: Antonio Claudio Davide — UFLA (Adviser), José Marcio Rocha
Faria (Co-Adviser) - UFLA.
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embryos compared with the other concentrations. The combination of 60
seconds and 50 Kvp of radiation allowed clear visualization of the internal
damages caused by insects, which affected the Eugemia handroana seeds
germination.
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1 INTRODUCAO GERAL

O género Eugenia destaca-se como um dos mais importantes'da familia
Myrtaceae, com espécies que apresentam consideravel valor comercial, nutritivo
(Silva et al., 2003) e, principalmente, devido ao potencial para recomposicdo
ambiental que as espécies frutiferas pertencentes a este género apresentam,
possibilitando ndo somente a recuperagio da flora como também da fauna, por
atrairem passaros e outros animais (Maluf et al., 2003).

Para dar suporte 4 forma de conservagdo ex sifu dos recursos genéticos
de espécies do género Eugenia, é essencial o estudo sobre o comportamento das
sementes quanto a tolerdncia ou sensibilidade a dessecagdo e aplicagdo de
tecnologias que permitam avaliar a qualidade de sementes, otimizando o
processo de conservagdo dessas espécies.

Eugenia handroana é uma érvore da familia Myrtaceae, popularmente
conhecida como pitanga-do-mato e cafezinho, com ocorréncia no sudeste e no
sul do Brasil (Davide et al., 1995). E uma espécie propagada por sementes € 0
conhecimento sobre as condi¢des ideais de germinagdo é de fundamental
importincia para a utilizacdo desta espécie em plantios de reposi¢do e demais
programas florestais em que pode ser empregada.

Muitas espécies do género Eugenia, a despeito de sua importancia
ecoldgica e do potencial de exploragio comercial, apresentam baixa densidade
de ocorréncia (Silva et al., 2005). Sdo caracterizadas por apresentarem sementes
sensiveis a4 desseca¢iio, como é o caso das sementes de Eugenia handroana
(Carvalho, 2000) e perderem a viabilidade rapidamente apds a dispersdo dos
frutos.

Para garantir o sucesso da conservagdo ex sifu, o armazenamento

adequado de sementes com qualidade fisiologica definida é fundamental. No



entanto, o conhecimento referente ao comportamento durante o armazenamento
de grande parte das espécies nativas ainda € deficiente. A avaliagdo da qualidade
de sementes também € de fundamental importancia, evitando o armazenamento,
comercializagdo e semeadura de lotes de sementes com baixa qualidade.

Para a obtengdo de resultados relativos ao comportamento germinativo
de sementes ha a necessidade de aprimoramento de metodologias de testes de
germinagdo para as espécies florestais. Por permitir rapida estimativa da
viabilidade e do vigor, o teste de tetrazolio pode também ser muito til para a
avaliacdo da qualidade fisiologica de sementes dessas espécies. A qualidade
fisica pode ser estimada com o auxilio do teste de raios X, o qual contribui com
informagdes sobre a integridade das estruturas internas das sementes. Para
contribuir para o entendimento das caracteristicas de tolerancia e sensibilidade a
dessecagdo, a pesquisa na area de biologia molecular também pode fornecer
informagdes tteis.

Portanto, a adog@o de técnicas de controle de qualidade e um melhor
entendimento sobre o comportamento das sementes de Eugenia handroana
quanto a tolerancia ou sensibilidade a dessecac@o sdo essenciais para o processo

de conservacao de germoplasma e de propagacdo dessa espécie.

Os objetivos desse trabalho foram:

° definir procedimentos para a condugio de teste
de germinagdo, tetrazdlio e raios X, para a avaliagdo da
qualidade de sementes de Eugenia handroana e

° avaliar a tolerancia a dessecag@o e a integridade

do DNA das sementes da espécie em estudo.



CAPITULO 1

AVALIACAO DA QUALIDADE DE SEMENTES DE Eugenia
handroana D. Legrand (MYRTACEAE) PELOS TESTES DE
GERMINACAO E TETRAZOLIO.



1 RESUMO

MASETTO, Tathiana Elisa. Avaliagio da qualidade de sementes de Eugenia
handroana D. Legrand (Myrtaceae) pelos testes de germinagéo e tetrazdlio. In:

Estudo da sensibilidade a dessecagio em sementes de Eugenia
handroana. 2005. 60 p. Dissertagio (Mestrado em Engenharia Florestal) -
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG."

Eugenia handroana, pertencente a familia Myrtaceae, € conhecida popularmente
pelos nomes de pitanga-do-mato e cafezinho. Este trabalho foi desenvolvido
com o objetivo de avaliar procedimentos para condugdo dos testes de
germinag@io e tetrazolio na avaliagdo da qualidade de sementes de Eugenia
handroana. Para o teste de germinagdo, as sementes foram mantidas em BODs
sobre areia e rolo de papel, sob as temperaturas de 20°C, 25°C, 30°C e 35°C com
luz branca constante e temperatura alternada de 20°C/30°C com 10 horas de
escuro para a temperatura mais baixa e 14 horas de luz para a temperatura mais
elevada. Foram utilizadas oito repeti¢Ses de 25 sementes para cada tratamento.
Para o teste de tetrazolio, as sementes foram embebidas em agua por 12 horas a
30°C; em seguida, os tegumentos foram removidos e as sementes foram
seccionadas longitudinalmente. Foram utilizadas quatro repeti¢es de 25
sementes submetidas as seguintes concentragdes do sal de tetrazdlio: 0,075%,
0,1% e 0,5%, durante 4, 8 e 12 horas, em BOD no escuro a 30°C. A germinagdo
das sementes foi favorecida pelo substrato areia sob temperatura de 30°C e, para
o teste de tetrazolio os resultados mostraram que ndo houve diferengas
significativas entre os tratamentos. Porém, com o uso da concentragdo de 0,1%
de sal de tetrazdlio durante 4 horas a 30°C, obteve-se uma coloragéo uniforme
que permitiu a diferenciagdo entre tecidos sadios, em deterioragéo e tecidos
mortos. Assim, este pode ser um procedimento eficiente para a avaliagido da
qualidade fisiolgica das sementes de Eugenia handroana.

* Comité Orientador: Antonio Claudio Davide — UFLA (Orientador), José Marcio Rocha
Faria (Co-Orientador) — UFLA.



2 ABSTRACT

MASETTO, Tathiana Elisa. Evaluation of the seed quality of Eugenia
handroana D. Legrand-(Myrtaceae)-by germination and tetrazolium tests. In:

. Desiccation sensibility studies in Eugenia handroana seeds. 2005. 60
p. Dissertation (Master Program in Forestry Engineer) — Federal University of
Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brazil.”

Eugenia handroana, belongs to the Myrtaceae family, is known popularly as
“pitanga-do-mato” and “cafezinho”. This work was aimed to evaluate the effect
of the temperatures of 20°C, 25°C, 30°C, 35°C under constant white light and
alternate temperature of 20/30°C with 10 hours in the dark for the lowest
temperature and 14 hours in continuous light for the highest temperature and the
effect of sand and paper roll substrate. In addition there was also objective of
this study evaluate the best concentration of tetrazolium salt among the
concentrations of 0,075%, 0,1% and 0,5% and time of imbibition in the
tetrazolium solution of 4, 8 and 12 hours. For the germination test the seeds were
kept in incubators. Eight repetitions of 25 seeds were used for each treatment.
For tetrazolium test seeds four repetitions of 25 seeds were initially imbibed in
water for 12 hours at 30°C; followed by removal of seed tegument, longitudinal
section with scalpel and imbibition in tetrazolium salt solutions in the dark at
30°C. The results showed that seed germination was favored by the sand
substratum under temperature of 30°C. For the tetrazolium test the results
showed that there were not significant differences among the treatments.
However, with the concentration of 0,1% of tetrazolium salt during 4 hours to
30°C of incubation allowed uniform coloration and better identification of
deteriorated and died seeds.

* Guidance Committee: Antonio Claudio Davide — UFLA (Adviser), José Marcio Rocha
Faria (Co-Adviser) - UFLA.



3 INTRODUGAO

O género Eugenia destaca-se como um dos mais importantes da familia
Myrtaceae, com espécies que apresentam consideravel valor comercial, nutritivo
(Silva et al., 2003) e, principalmente, devido ao potencial para recomposi¢do
ambiental que as espécies frutiferas pertencentes a este género apresentam,
possibilitando ndo somente a recuperagdo da flora como também da fauna, por
atrairem passaros e outros animais (Maluf et al., 2003).

Apesar dos interesses socio-econdmicos, ainda existe a dificuldade de
produgéo de mudas de espécies do género Eugenia, devido a falta de tecnologia
que permita maximizar o uso das sementes, principalmente quanto a sua_
conservacdo e multiplicagéo (Silva et al., 2003).

Eugenia handroana é uma éarvore da familia Myrtaceae, conhecida
popularmente como pitanga-do-mato ¢ cafezinho e tem ocorréncia no sudeste e
no sul do Brasil (Davide et al., 1995). E uma espécie propagada por sementes e o
conhecimento sobre métodos de avaliagdo da qualidade de sementes é de
fundamental importdncia para a utilizagio desta espécie em plantios de
reposi¢do e demais programas florestais em que pode ser empregada.

As sementes de Eugenia handroana foram classificadas por Carvalho
(2000) como sensiveis a dessecagdo ¢ perderem a viabilidade rapidamente apés
a dispersdo dos frutos. Dessa forma, as informagdes relativas as caracteristicas
favoraveis para germinagdo das sementes, por meio das quais é possivel alcancar
o maior potencial germinativo, s@o necessarias para a forma de utilizagdo
adequada dessa espécie.

O teste mais tradicionalmente utilizado para estimar a viabilidade das

sementes € o teste de germinagdo. Contudo, ainda sdo escassas as informagdes



sobre os procedimentos de condugdo do teste para as espécies florestais nativas
nas Regras para Analises de Sementes (Brasil, 1992).

Os estudos com germinagdo de sementes sdo geralmente realizados com
o objetivo de ampliar os conhecimentos fisiolégicos, verificando as respostas de
germinagdo a fatores ambientais, causas de dorméncia e métodos de superagdo,
conhecimentos morfolégicos, acompanhando o desenvolvimento do embrido e
da plantula. Além disso, busca verificar o estadio de maturagdo das sementes e
do efeito do processamento e do armazenamento sobre a qualidade de sementes
(Baskin & Baskin, 1998).

A temperatura necessaria para a germinacdo das sementes de uma
espécie é um fator importante a ser verificado, devido a sua atuago na regulagéo
da germinagdo, ao determinar a taxa e a capacidade germinativa, na superagdo
de dorméncia priméria e ou secundiria e por induzir dorméncia secundéria
(Bewley & Black, 1994).

Quanto aos substratos comumente recomendados para as espécies
arboreas, a areia é destinada a sementes grandes ou aquelas que exigem um
longo periodo para germinagdo e o papel é mais usualmente utilizado para
sementes pequenas ou que nio necessariamente requerem a presenca de luz para
germinar (ISTA, 1991).

O teste de tetrazdlio tem assumido uma posi¢do de destaque na avaliagdo
da qualidade de sementes, pois 0 mesmo propicia informagGes valiosas sobre o
vigor, além de possibilitar o diagnéstico dos principais problemas que podem
afetar a qualidade das sementes (Krzyzanowski et al., 1999).

As sementes de algumas espécies arboreas necessitam de longo periodo
para germinar, geralmente devido a dorméncia. Dessa forma, o teste de
tetrazélio, como um método rapido que estima a germinabilidade, tem sido
aplicado a sementes de tais espécies (ISTA, 1991), como nos trabalhos

realizados para Guazuma ulmifolia (Neto & Aguiar, 2000), Didymopanax




morototoni (Franco & Ferreira, 2002), Passiflora giberti (Ferreira et al., 2002),
Spondias mombin (Silva, 2003) e Malpiguia emarginata (Costa et al., 2003). No
caso de sementes do género Eugenia, o teste de tetrazdlio pode auxiliar no
conhecimento sobre a qualidade fisiol6gica das sementes.

Embora os testes de germinagdo e de tetrazdlio sejam largamente
aplicados nos campos de andlise e fisiologia de sementes, a metodologia para o
emprego de tal tecnologia em sementes de Eugenia handroana néo consta na
literatura.

Dessa forma, objetivou-se, com este trabalho, avaliar procedimentos para
a condugdo do teste de germinagéo e tetrazolio em sementes de Eugenia

handroana.



4 MATERIAIS E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Sementes Florestais do
Departamento de Ciéncias Fiorestais da UFLA, Lavras, MG.

Na primeira quinzena do més de novembro de 2004, frutos maduros
foram coletados, com auxilio de podo e lona plastica, de aproximadamente 15
matrizes em dreas remanescentes de mata na regido da cidade de Lavras, no Sul
de Minas Gerais (21°14°S, 45°00°W). A regido apresenta um clima do tipo Cwb,
segundo a classificagdo climatica de Koppen, caracterizado por uma estacdo
seca de abril a setembro e outra chuvosa de outubro a margo. As médias anuais
de temperatura, precipitagdo e umidade relativas s3o, 19,3°C, 1.411 mm e 77%,
respectivamente.

O beneficiamento consistiu da maceragio e despolpamento dos frutos em
peneira, sob 4gua corrente, de modo a separar as sementes dos residuos dos
frutos. A secagem das sementes foi feita 2 sombra até que o excesso de agua
fosse eliminado, de acordo com as recomendagdes de Davide et al. (1995). Apés
o beneficiamento, foi determinado o grau de umidade pelo método da estufa a
103 % 2°C por 17 horas (Brasil, 1992), com 4 repeti¢des de dois gramas de
sementes partidas transversalmente ao meio. Os calculos foram realizados com
base no peso Umido das sementes e os resultados foram expressos em
porcentagem.

Foram conduzidos dois experimentos, um para testar o efeito de
diferentes substratos e temperaturas na germinagédo das sementes € outro para
testar diferentes concentragdes de sal de tetrazélio sob diferentes tempos de
incuba¢dio na avaliagio da qualidade fisiolégica das sementes de Eugenia

handroana.



Teste de germina¢ao: inicialmente, as sementes foram desinfestadas
com solugdio de hipoclorito de sédio 2% por 2 minutos e, posteriormente,
submetidas ao teste de germinag@o. O experimento foi conduzido em BODs e os
tratamentos foram constituidos pela combinagdo de temperaturas (20°C, 25°C,
30°C e 35°C) sob luz branca constante, 10 horas de luz e 14 horas de escuro sob
temperatura de 20/30°C e substratos (rolo de papel e areia autoclavada dentro de
gerbox). O teste teve a duragdo de 90 dias; as contagens foram realizadas
semanalmente e as sementes com protrus@o de radicula e nimeros de plantulas
normais (Figura 1) foram registrados.

O experimento foi desenvolvido em delineamento inteiramente
casualizado, com 8 repeticoes de 25 sementes cada, constituindo um fatorial
2X5. Os dados de porcentagem de germinagdo (plintulas normais) obtidos
foram submetidos a4 analise de varidncia. As médias dos tratamentos foram
comparadas pelo Teste de Tukey, a 5% de probabilidade, utilizando-se o
programa estatistico SISVAR.

Teste de tetrazolio: as sementes foram imersas em agua destilada por 12
horas a 30°C. Pré-testes mostraram que a melhor forma de pré-condicionamento
das sementes foi a secgdo no sentido longitudinal seguida de remogdo do
tegumento. Apds o corte longitudinal, os embrides foram colocados em copos
plasticos onde permaneceram imersos em solugdo de tetrazélio, a 30°C, no
escuro. Foram utilizadas diferentes concentragdes da solugdo de tetrazolio
(0,075%, 0,1% e 0,5%) e diferentes tempos de imersdo (4h, 8h e 12h), com
quatro repeticdes de 25 sementes para cada tratamento, constituindo um fatorial
3X3.

As avalia¢Ges foram realizadas com auxilio de lente de aumento e pinga,
e os embrides foram separados em categorias de vidveis e ndo vidveis de acordo

com os diferentes padrdes de tonalidade que variaram do vermelho intenso até o
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branco, de acordo com a coloragio observada a partir da sec¢iio interna dos
embrides.

Para efeito de comparagiio com os resultados do teste de tetrazolio, foi
realizado um teste de germinagdio em delineamento inteiramente casualizado,
com 4 repeti¢cdes de 25 sementes. Inicialmente, as sementes foram desinfestadas
com hipoclorito de sédio 2% por 2 minutos e colocadas sobre areia autoclavada,
a 30°C, sob luz branca constante, de acordo com a metodologia empregada de
com o experimento anterior. O teste teve dura¢io de 90 dias e as contagens de
plantulas normais foram realizadas semanalmente.

Os dados obtidos nos teste de tetrazolio e germinagio foram submetidos
a analise de variancia. As médias dos tratamentos foram compgradas pelo Teste
de Tukey, a de 5% de probabilidade, utilizando-se o programa SANEST (Zonta
et al., 1985).

FIGURA 1. A — semente de Eugenia handroana com protrusdo radicular.
B — plantula normal obtida ao final do teste de germinagdo
de sementes de Eugenia handroana. UFLA, Lavras, MG,
2005.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O lote de sementes de Eugenia handroana apresentou grau de umidade
de 35,45% por ocasido da realizagio dos testes. O inicio da protrusio de
radiculas ocorreu aos 28 dias apds a semeadura. A emergéncia de plantulas
normais foi observada apés 90 dias do inicio do teste. Resultados semelhantes
foram observados por Maluf et al. (2003) ao realizarem o teste de germinagio
com sementes de Eugenia involucrata. Em trabalho realizado com Eugenia
stipitata, Gentil & Ferreira (1999) verificaram que o tempo médio de
emergéncia de plantulas foi de 66 dias.

Os resultados médios de porcentagem de germinagdo estiio
demonstrados na Tabela 1. Pode-se observar que houve diferengas significativas
entre os dois tipos de substratos e houve interagdo significativa entre substrato e
temperatura. A germinagio sobre o substrato areia apresentou um desempenho
crescente conforme o aumento da temperatura, com excegiio de 35°C que pode
ter sido drastica. Temperaturas acima da 6tima para o total de germinagéo
aceleram a velocidade do processo, mas desorganizando-o, de forma que o
nimero de sementes que conseguem completi-lo é reduzido (Carvalho &
Nakagawa, 2000).

O substrato rolo de papel ndo apresentou um comportamento padréo
conforme o aumento da temperatura, destacando-se as de 20°C, 25°C, 20°C/30°C
e 35°C, que proporcionaram as maiores porcentagens de germinagdo e foram
iguais entre si estatisticamente. A germinagiio das sementes, numa faixa mais
ampla de temperatura, propicia uma elevada capacidade de estabelecimento em

campo, o que pode lhe conferir uma vantagem sobre as espécies que apresentam
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germinagdo em faixa de temperatura mais estreita, principalmente em ambientes

tropicais onde ela é bastante variavel ao longo do ano (Fantin, 2001).

TABELA 1 Porcentagem final de germinagao utilizando substrato sobre
areia e rolo de papel. UFLA, Lavras, MG, 2005.

Temperatura Areia Rolo de Papel
(‘0
20 3,0bB 14,0 a AB
25 90aB 12,0a AB
20/30 90bB 18,02 A
30 20aA 80bB
35 2,0bB 19,02 A
CV (%) 62,49%

Médias seguidas pela mesma letra mintscula na linha e
maiiiscula na coluna nao diferem entre si, pelo Teste de
Tukey, a 5% de probabilidade.

O grifico da Figura 2 apresenta dados de germinagdo obtidos com a
utilizagdo do substrato rolo de papel sob diferentes temperaturas. Observa-se que
os tratamentos conduzidos com as temperaturas de 20°C/30°C e 35°C, que
apresentaram resultados finais de germinagdo superiores e estatisticamente
iguais (Tabela 1), também permitiram que estes resultados fossem alcangados
aos 28 dias apbs o inicio do teste. Isto ndo foi verificado para as demais

temperaturas, que apresentaram resultados finais de germinag@o semelhantes.
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Apesar de apresentar maiores resultados de porcentagem de germinagao,
o substrato rolo de papel propiciou o desenvolvimento de fungos, o que implicou
em trocas constantes do papel, tornando o emprego do mesmo bastante
trabalhoso para a espécie em estudo. Esse tipo de substrato também nio foi
adequado para germinagcdo de sementes de Didymopanax morototoni em
conseqiiéncia da proliferagdo de fungos (Franco et al., 2002). A ocorréncia de
sementes infestadas por insetos também prejudicou a avaliagdo da germinagio
nesse tipo de substrato, devido a perfuragdo do papel ocasionada pela saida de
larvas das sementes.

A condugdo do teste de germinagdo em substrato rolo de papel também
dificultou o controle da umidade do substrato. Prudente et al., (2005) verificaram
que a intensidade luminosa e a umidade foram preponderantes no
desenvolvimento e estabelecimento de plantulas de Eugenia brasiliensis,
Eugenia pyriformis e Eugenia uniflora em diversas areas por meio de semeadura
direta.

Os resultados de germinag@o apresentados no grafico da Figura 3
demonstram que a temperatura de 30°C e a utilizagdo do substrato areia
proporcionaram o maior valor absoluto de germinagéo (Tabela 1) em relagdo ao
substrato rolo de papel e possibilitaram maior resultado aos 90 dias apés a
montagem do teste. As demais temperaturas utilizadas com esse substrato ndo
foram eficientes para condugdo do teste, como pode ser verificado pelos baixos
resultados de germinagdo apresentados ao final do experimento. De acordo com
Abreu et al. (2005), o substrato areia € indicado para todo tipo de sementes, até
para as espécies mais sensiveis ao ressecamento e que exigem um periodo mais
prolongado para completarem a germinagéo.

Silva et al. (2005) também utilizaram a temperatura de 30°C para
conduzir o teste de germinagdo de sementes de Eugenia uniflora, E. involucrata

e E. brasiliensis. A temperatura de 30°C também esta dentro da faixa 6tima para
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germinagio de sementes de jabuticaba (Valio & Ferreira, 1992), magaranduba
(Landgraf, 1994), barbatimao, jatoba do cerrado (Dignart, 1998), sucupira preta
(Ferronato, 1999), canafistula (Oliveira, 2000) e mutamba (Neto et al., 2002).
Entretanto, ao conduzirem teste de germinagdo para sementes de
faveleira, Silva & Aguiar (2004) verificaram que o substrato aljeia apresenta o
inconveniente de drenar excessivamente a agua, ficando a parte de cima

ressecada, sendo muito pesado e de dificil manuseio dentro do gerbox.
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FIGURA 2. Germinagdo acumulada de sementes de Eugenia handroana

utilizando substrato rolo de papel e diferentes
temperaturas. UFLA, Lavras, MG, 2005.

| Temperaturas (°C)

15



I & ‘l28d|as'|
S S 41 dias|
- 052 dias |
£ 'B 90 dias |
o -

20 25 20-30 30 35
Temperaturas (°C)

FIGURA 3. Germinag¢ao acumulada de sementes de Eugenia handroana
utilizando substrato rolo de papel e diferentes
temperaturas. UFLA, Lavras, MG, 2005.

Para uma melhor aferi¢do do desenvolvimento da metodologia do teste
de germinagdo para as sementes dessa espécie, sugerem-se a realizag¢do de novas
tentativas com outros substratos e a utilizagdo de um maior niimero de lotes de
sementes com diferentes qualidades.

Apesar da baixa taxa apresentada pelo teste de germinacao, o teste de
tetrazélio mostrou alto potencial de germinabilidade do lote de sementes
estudado. Essa observagdo, possivelmente, deve-se ao fato dos embrides de
Eugenia apresentarem-se conferruminados, ou seja, os cotilédones sdo aderidos
sem vestigio de eixo hipocétilo-radicula, sugerindo a presenga de tecido
meristematico ndo diferenciado (Barroso, 1991). Tal caracteristica pode
justificar o lento processo germinativo e a baixa porcentagem de germinagdo das
sementes recém-colhidas de Eugenia handroana e também o potencial para
aplicagdo do teste de tetrazolio em sementes desta espécie, otimizando a

previsdo da qualidade fisioldgica das sementes do lote.
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Apos o tempo de embebicdo das sementes em agua por 12 horas, as
sementes apresentaram umidade de 50,51%. A literatura tem mostrado que o
grau de umidade das sementes, apos a fase de pré-condicionamento, € um fator
extremamente importante para o desenvolvimento normal da coloragdo pelo
teste de tetrazélio (Costa et al., 1998). E provavel que o valor de grau de
umidade atingido durante o pericdo de embebigéo ja esteja dentro daqueles que
caracterizam a fase II do padrio trifasico de embebigo (Bewley & Black, 1994).

Portanto, supde-se que o tempo de embebigao de 12 horas seja suficiente
para ativar os processos fisiologicos necessérios para reagdo do sal de tetrazélio,
como foi reportado por Nascimento (1997) para sementes de Genipa americana.

A partir da coloragdo apresentada pelos embriSes foram encontradas
duas categorias de sementes vidveis e trés categorias de sementes ndo vidveis
(Figura 4). Os padrdes de tonalidade observados na secgdo interna das sementes
variaram do réseo (semente viavel) ao branco (semente morta). A coloragdo
branca foi encontrada principalmente no centro do embrifo, estendendo-se para
a periferia, assim como foi observado por Camargo (1997), ao avaliar a
qualidade fisiol6gica de sementes de castanheira-do-brasil.

Os resultados obtidos para viabilidade, de acordo com os padrdes de
coloragiio, estdo apresentados na Tabela 2. Foi observado que ndo houve
diferengas significativas entre as concentragdes utilizadas para o lote estudado;
entretanto, as concentragdes utilizadas proporcionaram diferentes tonalidades
nos embrides de Eugenia handroana. Todavia, a solugdo de tetrazdlio 0,5% e o
tempo de 12 horas dificultaram a interpretagdo das classes de viabilidade devido

a formagido de coloragdo escura bastante uniforme nos embrides.
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TABELA 2. Resultados médios do teste de germinag#o e tetrazélio em
sementes de Eugenia handroana, para os diferentes tratamentos estudados.
UFLA, Lavras, MG, 2005.

Tratamentos Porcentagem de viabilidade
0,5% 12h 99a
0,075% 12h 99a
0,1% 12h 96 a
0,5% 4h 95a
0,5% 8h 93a
0,075% 8h 90 a
Germinagéo 87 a
0,1% 4h 88 a
0,1% 8h 87a
0,075% 4h 87a
Ccv 7,66%
Médias seguidas por letras distintas diferem entre si, a 5% de
significancia.
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Categorias de sementes viaveis

FIGURA 4. Categorias encontradas no teste de tetrazélio em sementes de
Eugenia handroana. UFLA, Lavras, MG, 2005. A - embrido com
coloragiio rosea homogénea e aspecto normal e firme; B — embrido
com menos de 50% dos tecidos internos descoloridos e demais
regides rosas; C — embridio com coloracdo vermelho intenso e
tecido amolecido; D — mais de 50% dos tecidos do embrido
descoloridos e demais regides com coloragdo vermelho intenso; E
—embrifio completamente descolorido.

Embora nfio ocorresse nenhuma diferenca significativa entre os
tratamentos, vale salientar que, por motivos de economia de reagentes €
disposicé@o de funciondrios para a realizagdo de testes de rotina em laboratérios,
sugere-se a utilizacdo da solugdo de tetrazolio com concentragdo de 0,1% e
tempo de exposicao de 4 horas, que permitiu uma intensidade de coloragido nos
tecidos dos embriGes, possibilitando melhor separagdo entre os padroes de
coloragdo apresentados. A concentragio de 0,1% também apontou melhores
resultados para avaliar a viabilidade e o vigor de lotes de sementes de

Peltophorum dubium (Oliveira, 2000).
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A concentragdo de 0,075% afetou a interpretacdo da leitura dos testes no
que diz respeito a alteragdes no processo de coloragdo pelo tetrazélio por gerar
uma coloragio muito clara. Porém, esta concentrago foi eficiente para avaliar a
viabilidade potencial de sementes Senna multijuga e Senna macranthera em
bancos de sementes no solo (Ferreira et al., 2004).

As sementes infestadas apresentaram regides com coloragio vermelho
intenso, o que corresponde ao tecido em deterioragdo ocasionado pela entrada
das larvas de insetos do género Bruchids no interior das sementes. Estes
resultados indicam que hd a necessidade de novas pesquisas no sentido de
aplicagdio de novas concentragdes de solugdo do sal de tetrazélio e a utilizagio
de diferentes lotes de sementes para verificar diferengas de viabilidade.

Para sementes de Eugenia handroana, o teste de germinagio teve
duragdo de 90 dias, enquanto que os resultados do teste de tetrazélio foram
obtidos em apenas dois dias. Diante disso, 0 emprego do teste de tetrazélio pode

otimizar a previsdo da qualidade fisiologica das sementes da espécie em estudo.
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“3

6 CONCLUSOES

Para a condugio do teste de germinagdo em laboratdrio de sementes de
Eugenia handroana pode-se recomendar o substrato areia combinado com a
temperatura de 30°C.

A utilizagio da concentragdo de 0,1% de sal de tetrazolio durante 4 horas
a 30°C é uma metodologia eficiente para avaliagdo da viabilidade das sementes

de Eugenia handroana.
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CAPITULO 2

AVALIACAO DA QUALIDADE DE SEMENTES DE Eugenia
handroana D. Legrand. (MYRTACEAE) PELO TESTE DE RAIOS X
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1 RESUMO

MASETTO, Tathiana Elisa. Avaliagio da qualidade de sementes de Eugenia
handroana D. Legrand (Myrtaceae) pelo teste de raios X. In: . Estudo da
sensibilidade 2 dessecacio em sementes de Eugenia handroana. 2005, 60p.
Dissertagio (Mestrado em Engenharia Florestal) - Universidade Federal de
Lavras, Lavras, MG.’

O teste de raios X é uma ferramenta itil para avaliar a qualidade fisica de
sementes florestais, que pode ser afetada pela ocorréncia de sementes vazias,
infestagio por insetos e alteracGes fisicas. Objetivou-se, com este estudo,
verificar a eficiéncia do teste de raios X na avaliagdo dos danos internos em
sementes de Eugenia handroana, bem como examinar a conseqiiéncia destes
danos na germinacdo. Sementes de Eugenia handroana foram colocadas em
suportes de isopor e expostas a diversas intensidades de radiagdo (35, 45, 50 € 60
Kvp), com duracdo de 45 e 60 segundos para determinar o padréo de raios X. De
acordo com a anatomia visualizada nas radiografias, as sementes foram
classificadas em Sementes Cheias e¢ Sementes Infestadas. Em seguida, as
sementes foram submetidas ao teste de germinagdo em substrato sobre areia a
30°C sob luz branca constante. A intensidade de radiagdo de 50 Kvp no tempo
de exposigio aos raios X de 60 segundos permitiu a visualizagdo nitida dos
danos internos causados por infestagio de insetos nas sementes. Os danos
internos observados nas radiografias afetaram a germinagdo das sementes de
Eugenia handroana.

* Comité Orientador: Antonio Claudio Davide —- UFLA (Orientador), José Marcio Rocha
Faria (Co-Orientador) — UFLA.
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2 ABSTRACT

MASETTO, Tathiana Elisa. Evaluation of seed quality in Eugenia handroana D.
Legrand- (MYRTACEAE) by x-ray test. In: - Desiccation sensibility studies
in Eugenia handroana seeds. 2005. 60 p. Dissertation (Master Program in
Forestry Engineer) ~ Federal University of Lavras, Lavras, Minas Gerais,
Brazil.”

The X ray test is an useful tool to evaluate physical quality of seeds, that it can
be affected by the occurrence of empty seeds, presence of insects and physical
alterations. It was aimed to study the efficiency of rays X test in the evaluation
of the internal damages in seeds of Eugenia handroana, as well as to examine
the consequence of these damages in the germination. Seeds of Eugenia
handroana were placed in supports and exposed to several radiation intensities
(35, 45, 50 and 60 Kvp), with duration of 45 and 60 seconds to determine the
pattern of X rays. According to the anatomy visualized in the X rays, the seeds
were classified in Full Seeds and Infested Seeds. The seeds were submitted to
the germination test having sand as substratum placed at 30°C under continuous
light. The intensity of radiation of 50 Kvp in the time of exposure of the X rays
for 60 seconds allowed clear visualization of the internal damages caused by the
presence of insects in the seeds. The internal damages observed in the x-rays test
affected the Eugenia handroana seeds germination.

* Guidance Committee: Antonio Claudio Davide — UFLA (Adviser), José Marcio Rocha
Faria (Co-Adviser) - UFLA.
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3 INTRODUCAO

O teste de raios X é um método ndo destrutivo para andlise das
caracteristicas internas das sementes, que compreendem a anatomia e os defeitos
internos, além de mudangas morfolégicas que ocorrem durante a maturagdo ¢ a
germinagdo (ISTA, 1991). Esse teste vem sendo™ utilizado com vérias
finalidades, como visualizag@o de injurias mecénicas e de danos causados por
insetos (Battisti et al., 2000) e decorrentes de outros fatores adversos pré e pos-
colheita, detecgdo de anormalidades em embrides, determinagdo do estadio de
desenvolvimento das sementes (Machado, 2002). Vale destacar que a técnica de
raios X pode também ser aplicada na identificagdo de embriGes mutantes (Bino
et al., 1993) e na selegdo de sementes cheias de aveia (Craviotto et al., 2002),
aroeira (Machado & Cicero, 2003), candeia (Tonetti, 2004) e ipé (Oliveira et al.,
2004).

As espécies florestais sdo caracterizadas pela grande occ;;'réncia de
predacdo, sementes vazias e ma formagdio do embrido, entre outros. Dessa
forma, o teste de raios X é recomendado pela ISTA (1999) como uma técnica
promissora no controle de qualidade de sementes das espécies arbdreas.

Embora exista a necessidade de conservagio de forma ex situ das
espécies florestais nativas, as limitagdes em razdo do pouco conhecimento
referente as caracteristicas morfologicas das sementes de tais espécies sdo um
entrave para o processo de conservagdo. Dessa forma, ha a necessidade de
aprimorar as técnicas referentes i avaliagdo da qualidade de sementes das
espécies florestais nativas para que o processo de armazenamento € propagacio

seja realizado com sucesso.
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Muitas espécies do género Eugenia, pertencentes a familia Myrtaceae,
apresentam potencial nos programas de recomposi¢do ambiental, pela
capacidade de recuperagao nao somente da flora, como também da fauna por
atrairem passaros e outros animais (Maluf et al., 2003). As espécies pertencentes
a esse género também s3o caracterizadas pelo valor comercial, nutritivo e
potencial farmacoldgico que apresentam (Silva et al., 2003).

FEugenia handroana é conhecida como pitanga-do-mato e cafezinho e
tem ocorréncia no sudeste ¢ no sul do Brasil (Davide et al., 1995). E uma espécie
propagada por sementes, portanto, a utilizagdo de sementes com alta qualidade é
essencial para a propagacdo e a utilizag@o desta espécie em programas florestais.

A aplicag@io da técnica de raios X pode contribuir para o controle de
qualidade de sementes de Eugenia handroana, ja que n@o existem estudos na
literatura sobre a metodologia para realizagdo do teste nesta espécie. Todavia, a
eficiéncia do teste depende de procedimentos especificos para a espécie em
estudo, como a determinagido do melhor tempo e intensidade de radiagdo a que
as sementes ficam expostas durante a execugio do teste.

Diante do exposto, objetivou-se, com este trabalho, estudar a eficiéncia
do teste de raios X na avaliagdo dos danos internos em sementes de Eugenia

handroana, bem como verificar a conseqiiéncia destes danos na germinag3o.
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4 MATERIAIS E METODOS

Foram coletados frutos maduros com auxilio de poddo e lona plastica de
aproximadamente 15 matrizes na regido de Lavras, localizada ao sul de Minas
Gerais (21°14°S, 45°00°W). Apés a coleta, os frutos foram levados ao
Laboratério de Sementes Florestais do Departamento de Ciéncias Florestais da
Universidade Federal de Lavras (UFLA), MG onde permaneceram armazenados
em camara fria (8°C/45%UR) durante dois meses. O beneficiamento consistiu
da maceragio dos frutos maduros em peneira, sob agua corrente de modo a
separar as sementes dos residuos e secagem das sementes & sombra até que o
excesso de agua fosse eliminado, de acordo com as recomendagdes de Davide et
al. (1995).

O grau de umidade foi determinado pelo método da estufa a 103 x 2°C
por 17 horas (Brasil, 1992), com 4 repeticSes de dois gramas de sementes. Os
resultados foram calculados com base no peso das sementes Gmidas.

Inicialmente, foi realizado um teste de germinagdo com 4 repetigoes de
25 sementes que foram desinfestadas com hipoclorito de sédio 2% por 2 minutos
e colocadas sobre areia autoclavada dentro de gerbox em BOD sob 30°C e luz
constante. Para a realizac3o do teste de raios X, primeiramente foi determinada a
melhor combinagdo de intensidade de radiagdo (Kvp) e tempo de exposigdo
(Tabela 1). Utilizou-se o equipamento Faxitron HP, modelo 43855AX.

Apds a escolha das melhores intensidades e tempos de exposigdo, o teste
de raios X foi realizado utilizando-se uma amostra aleatéria de 400 sementes
posicionadas sobre suporte de isopor. Em seguida, de acordo com a visualizagdo
da anatomia interna pelas radiografias, as sementes foram classificadas como

Sementes Cheias e Sementes Infestadas (com danos causados por larvas ou que
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apresentavam larva no interior das sementes). As sementes foram entdo
identificadas e submetidas ao teste de germinagiio da mesma forma citada
anteriormente. O teste teve a duragdo de 90 dias e os nameros de sementes com
protrusdo radicular, plantulas normais e sementes mortas foram anotadas.

Os dados obtidos no teste de germina¢io foram submetidos 3 analise de
variancia e as médias dos tratamentos comparadas pelo Teste de Tukey, usando

o programa estatistico SISVAR.

TABELA 1. Intensidades de radiagéo e tempos de exposi¢do para
o teste de raios-X. UFLA, Lavras, MG, 2005.

Intensidade (Kvp) Tempo (segundos)
35
45 45
50 60
60
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

As sementes de Eugenia handroana apresentaram grau de umidade de
35,45% e germinagao inicial de 87%. A combinagdo de 50Kvp por 60 segundos
foi considerada como a melhor combinacéo de intensidade de radiagdo e tempo
de exposicdo das sementes & radiagdo, por permitir nitida visualizacdo das
estruturas internas das sementes, possibilitando a identificagdo dos danos que
ocorrem por infestagdo nas sementes (Figura 1D). As demais combinagdes
testadas ndo possibilitaram a observagdo dos danos ou larvas presentes nas
sementes.

Contudo, ndo foi possivel inferir sobre a presenca de anormalidades
relacionadas a morfologia do embrido como nos trabalhos realizados com
sementes de milho (Cicero & Banzatto Junior, 2003), canafistula (Oliveira et al.,
2003), aroeira-branca (Machado & Cicero, 2003) e ipé-roxo e amarelo (Oliveira
et al., 2004), devido ao alto grau de umidade apresentado pelas sementes reduzir
a densidade optica dos tecidos (Simak, 1991). Essa caracteristica implica no
baixo potencial de resolugdo na diferenciacdo dos formatos e detalhes internos
das sementes (Figura 1C). A habilidade de retengdo de agua pelas sementes
vidveis em relagdo as sementes mortas permite distingdo entre as densidades
radiograficas das mesmas e, dessa forma, a avaliagdo de sementes ndo
germinadas ao final do teste de germinagdo (Simak et al., 1989).

Porém, ao executar o teste de raios X com sementes submetidas a
desidratagio (5% de umidade), estudos preliminares indicaram que ndo foi
possivel observar os detalhes da morfologia interna das sementes de Eugenia

handroana.
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Vale salientar que a dificuldade de observagdo dos detalhes das
caracteristicas morfologicas do embrido também pode ser associada ao fato do
embrido de Eugenia ser conferruminado, conforme descrito por Barroso (1991),
ou seja, os cotilédones apresentam-se aderidos, sem vestigio de eixo hipocétilo-
radicula, sugerindo a presenca de tecido meristematico nao diferenciado.

De acordo com os resultados do teste de germinagio (Tabela 1), é
possivel verificar que nem todas as sementes da categoria Sementes Cheias
(Figura 1C) (68,75%) germinaram e formaram plintulas. A presenga de
sementes mortas geralmente ocorre por causas naturais ou por elas
apresentarem-se em estadios mais avangados de deterioragdo (Van der Burg,
1994).

Foi observado que 31,25% das sementes ocorreram na categoria
Sementes Infestadas. As larvas presentes nas sementes (Figura 1D) foram
identificadas, no Departamento de Entomologia da UFLA, como pertencentes &
ordem Coledptera, género Bruchids. A detecgdo das larvas ndo é presumivel
pela visualizagdo externa das sementes, evidenciando a importincia do teste de
raios X para diagnosticar material infestado, assim como relatado para sementes
do género Cassia (Kapur et al., 2002).

Os resultados de germinagio referentes & categoria Sementes Infestadas
(Tabela 2) revelam que a presenga de larvas e de danos causados pelas mesmas
resultou, na sua totalidade, em sementes mortas. Pela andlise radiogrifica,
também foi observado que as larvas ocuparam mais de 50% dos tecidos internos
das sementes e, provavelmente a perda da capacidade germinativa das sementes
ocorreu devido ao fato das larvas terem se alimentado das reservas das sementes
ou, mesmo, causarem danos severos ao eixo embriondrio. Resultados
semelhantes foram encontrados por Battisti et al. (2000) em sementes de cipreste
(Cupressus sempervirens L). De acordo com estes autores, o nivel de infestagdo

das sementes afetou significativamente a germinagio das sementes e esta
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diretamente relacionado com a disseminagido de fungos nos plantios desta
espécie.

A presenga de sementes infestadas por insetos tem o mesmo efeito
prejudicial sobre a qualidade do lote que a presenga de sementes vazias.
Sementes que contém excrementos de insetos e larvas sdo faceis e rapidamente
detectadas por meio da andlise radiografica e, dessa forma, é possivel prevenir a
transferéncia de sementes contendo insetos maléficos de uma regidio para outra
(ISTA, 1991).

Assim, o teste de raios X é eficiente em estudos relacionados 3is
sementes de Eugenia handroana, auxiliando na selegdo de lotes com qualidade e
reduzindo a obtengdo de sementes infestadas ou que apresentem danos causados

por insetos.

TABELA 2. Porcentagem do teste de germinagfio para cada categoria de
sementes de Eugenia handroana. PR-protrusdo de radicula (PN-
plantulas normais, SM-sementes mortas). UFLA, Lavras, MG,

2005.
Categoria PR PN SM
Cheias 336a 352a 312a
Infestadas 0b 0b 100 b

Médias seguidas pela mesma letra na coluna (para cada
categoria) ndo diferem entre si, pelo Teste de Tukey, a 5 % de
probabilidade.
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FIGURA 1. Sementes de Eugenia handroana D. Legrand visualmente intactas
(A, B). classificadas pela andlise radiografica, de acordo com a
anatomia interna, em Semente Cheia (C) e Semente Infestada (D).
(E): plantula normal originada de uma semente cheia; (F):
semente morta ao final do teste de germinagdio com sementes
infestadas. UFLA, Lavras, MG, 2005.
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6 CONCLUSOES

O teste de raios X ¢é eficiente na avaliagio de danos causados por

infestagio em sementes de Eugenia handroana.
A presenga de larvas e de danos causados pelas mesmas afetam a

germinagdo, reduzindo a qualidade do lote de sementes desta espécie.
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CAPITULO 3

AVALIJACAO DA TOLERANCIA A DESSECACAOE
INTEGRIDADE DO DNA EM SEMENTES DE Eugenia handroana D
LEGRAND (MYRTACEAE)
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1 RESUMO

MASETTO, Tathiana Elisa. Avaliagio da tolerdncia & dessecagdo e integridade
do DNA em sementes de Eugenia handroana D. Legrand (Myrtaceae). In:

Estudo da sensibilidade & dessecagiio em sementes de Eugenia
handroana. 2005. 60 p. Dissertacdo (Mestrado em Engenharia Florestal) -
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG."

Este estudo teve como objetivo avaliar a capacidade de tolerincia 4 dessecagdo
de sementes de Eugenia handroana e investigar a integridade do DNA das
sementes quando submetidas a diferentes graus de umidade. Sementes obtidas
de frutos maduros foram submetidas & secagem em sala climatizada (20°C/60%
UR), atingindo graus de umidade decrescentes a cada 5% a partir da umidade
inicial (35,45%) observada apds o beneficiamento. Os efeitos da desidratagio
nas sementes foram verificados por meio de teste de germinagfio. Para o estudo
da integridade do DNA das sementes de Eugenia handroana, foram obtidas
diferentes taxas de secagem a partir da umidade inicial (30%, 20%, 10% e 7%).
Encontrou-se, para as sementes da espécie estudada, um comportamento
intermedidrio quanto a capacidade de tolerdncia & dessecagdo e conforme a
secagem a 7% de umidade ocorreram a degradagio do DNA e a perda da
capacidade germinativa das sementes.

* Comité Orientador: Antonio Claudio Davide ~ UFLA (Orientador), José Marcio Rocha
Faria (Co-Orientador) — UFLA.
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2 ABSTRACT

MASETTO, Tathiana Elisa. Desiccation tolerance and evaluation of DNA
integrity in Eugenia handroana D. Legrand- (MYRTACEAE) SEEDS. In:
Desiccation sensibility studies in Eugenia handroana seeds. 2005. 60 p.
Dissertation (Master Program in Forestry Engineer) — Federal University of
Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brazil.’

This study had the objectives of evaluate the desiccation tolerance of Eugenia
handroana seeds and investigate the DNA integrity when seeds were submitted
to different moisture contents. Mature seeds were submitted to dehydration in
acclimatized room (20°C / 60% UR), decreasing seed moisture content every 5%
starting from 35,45%. The effects of desiccation were verified through
germination test. To evaluate DNA integrity the seeds were submited to different
drying rates starting from the initial moisture content of 30%, 20%, 10% and
7%. The results showed that seeds of Eugenia handroana had an intermediate
behavior with relationship to desiccation tolerance and dehydration of the seeds
to 7% of moisture content caused DNA degradation and loss of germination
capacity.

* Guidance Committee: Antonio Claudio Davide — UFLA (Adviser), José Marcio Rocha
Faria (Co-Adviser) - UFLA.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, houve um aumento das tentativas de conservagio ex
situ da variabilidade genética das espécies, devido ao desaparecimento continuo
dos ambientes naturais (Schoen & Brown, 2001). Porém, a dificuldade de
conservagdo da qualidade fisiolégica das sementes sensiveis 3 dessecagdo
concorre com a estabilidade dos recursos genéticos de algumas espécies em
bancos de germoplasmas.

Portanto, para dar suporte 4 conservagdo de sementes das espécies
nativas sob condigdes controladas, ¢ essencial o estudo sobre o comportamento
fisiolégico dessas sementes, estimando a viabilidade apés a desidratagdo, a
longevidade durante o armazenamento e os fatores intrinsecos a sensibilidade a
dessecacao.

Nem todas as espécies respondem ao ambiente durante o armazenamento
do mesmo modo. Baseado na resposta sob dessecagdo e baixas temperaturas,
Roberts (1973) classificou as sementes em ortodoxas e recalcitrantes. Mais
tarde, uma terceira categoria intermediaria entre as ortodoxas e as recalcitrantes
foi identificada por Ellis et al. (1990). As sementes intermediarias toleram a
desidratagdo a baixos contelidos de agua, mas se tornam sensiveis & temperatura
de congelamento neste estado.

Muitos fendmenos do desenvolvimento que implicam na tolerancia a
dessecagdo e manutengdo da viabilidade no estado desidratado das sementes
ortodoxas s@o ausentes ou ndo expressos em sementes recalcitrantes (Gumede et
al., 2003). Sementes de espécies com comportamento ortodoxo podem ser
mantidas satisfatoriamente de modo ex situ por longos periodos em ambiente

frio e seco. Contudo, a conservagdo da viabilidade de sementes com



comportamento  intermedidrio ou  recalcitrante €  problemitica.
Conseqilentemente, tais sementes n3o podem ser armazenadas sob as condi¢Ges
satisfatorias para sementes ortodoxas (Hong & Ellis, 1996). De acordo com
esses autores, em geral, em ambiente bem definido e controlado, um periodo
médio de armazenamento é realizivel para sementes com comportamento
intermediario. Para espécies com sementes de comportamento recalcitrante, o
melhor que pode ser alcangado ¢ um curto periodo de armazenamento sob
condi¢Ges controladas.

Algumas espécies do género Eugenia, pertencentes a familia Myrtaceae,
apresentam sementes com comportamento recalcitrante. As pesquisas com
sementes desta familia sdo importantes devido ao potencial para recomposi¢do
ambiental que as espécies frutiferas pertencentes a este género apresentam,
possibilitando ndo somente a recuperago da flora como também da fauna, por
atrairem passaros e outros animais (Maluf et al., 2003).

Eugenia handroana é uma arvore da familia Myrtaceae, conhecida
popularmente como pitanga-do-mato e cafezinho ¢ tem ocorréncia no Sudeste e
no Sul do Brasil (Davide et al, 1995). As sementes dessa espécie foram
classificadas como recalcitrantes (Carvalho, 2000), de acordo com uma
metodologia baseada na tolerdncia 4 dessecagdo e armazenamento sob
temperaturas baixas.

Para entender a resposta a dessecagio e o0 comportamento no
armazenamento € necessario mais informagdo que simplesmente respostas
relacionadas a viabilidade ao diminuir o conteido de agua das sementes (Berjak
& Pammenter, 1994). A conservagdo da integridade do DNA em sementes
ortodoxas desidratadas e ou a habilidade de reparo do material genético quando
as sementes sdo reidratadas sdo requerimentos fundamentais para a caracteristica

de tolerincia 4 dessecagdo (Pammenter & Berjak, 1999).
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Dessa forma, estudos envolvendo biologia molecular podem contribuir
para a compreens3o dos mecanismos de tolerdncia e sensibilidade 4 dessecagio,
por meio de investigagdo da integridade do DNA de sementes submetidas a
desidratagdo. No entanto, essas pesquisas devem ser comparadas com o
potencial de germinacdo que as sementes apresentam apés a secagem e com
espécies que apresentam comportamento ortodoxo quanto & capacidade de
armazenamento.

Assim, objetivou-se, com este estudo, avaliar a capacidade de tolerincia
a dessecagdo em sementes de Eugenia handroana e analisar a integridade do

DNA das sementes durante a desidratagéo.

46



2 MATERIAIS E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Sementes Florestais do
Departamento de Ciéncias Florestais da UFLA, Lavras, MG.

Frutos maduros foram coletados com auxilio de poddo e lona pléstica de
diversas matrizes, na regido da cidade de Lavras (21°14’S, 45°00°W), localizada
no Sul de Minas Gerais. A regido apresenta um clima do tipo Cwb, segundo a
classificagiio climatica de Koppen, caracterizado por uma estagdo seca de abril a
setembro e outra chuvosa de outubro a mar¢o. As médias anuais de temperatura,
precipitagio e umidade relativas sdio de 19,3°C, 1411 mm e 77%,
respectivamente. Apds a coleta, partes dos frutos permaneceram armazenadas
durante dois meses na cimara fria do laboratério (8°C, 45% UR), até o momento
da instalag@o dos experimentos.

O beneficiamento consistiu da maceragéo e despolpamento dos frutos em
peneira, sob 4gua corrente, de modo a separar as sementes dos residuos dos
frutos. A secagem das sementes foi feita a sombra, até que o excesso de dgua
fosse eliminado, de acordo com as recomendagdes de Davide et al. (1995).

O grau de umidade foi determinado pelo método da estufa a 103 £ 2°C
por 17 horas (Brasil, 1992), com 4 repeti¢des de dois gramas de sementes
partidas transversalmente ao meio. Os resultados foram calculados com base no
peso das sementes imidas e expressos em porcentagem.

Tolerdncia A dessecag¢do: para esta determinagdo, foi utilizado um
protocolo baseado na redugdo do nivel de hidratagdo das sementes a cada 5%
(Hong & Ellis, 1996). Para a obtengdo dos tratamentos, ap6s o beneficiamento,
as sementes foram divididas em subamostras de acordo com os niveis de
hidratagsio a serem obtidos (30%, 25%, 20%, 15%, 10% e 5%). As sementes
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foram misturadas com silica gel, de acordo com a metodologia utilizada por
Pammenter et al. (1998) e colocadas em gerbox vedados com filme plastico
mantidos em sala de secagem climatizada (20°C/60% UR), monitorada com
termoigrografo. Foram realizadas pesagens sucessivas, até que o peso
encontrado coincidisse com o grau de umidade desejado, por meio da expressio

proposta por Cromarty et al. (1985):

Pd=Pi x (100-Ui) onde, Pd= peso desejado
(100-Ud) Pi= peso inicial
Ui= umidade inicial

Ud= umidade desejada

O efeito da desidratag@o das sementes foi verificado por meio de teste de
germinagdo realizado sobre areia dentro de gerbox a 30°C, sob luz branca
constante, com quatro repeti¢des de 25 sementes em delineamento inteiramente
casualizado. O teste teve a duragdo de 90 dias.

Avalia¢io da integridade do DNA: para a extragio de DNA, foram
utilizadas cinco sementes sem tegumentos, com 35%, 30%, 20%, 10% e 7% de
umidade. Para efeito de comparagdio com uma espécie de comportamento
ortodoxo, paralelamente, foi realizado um ensaio com sementes de goiaba
(Psidium guajava - Myrtaceae). Os frutos maduros de goiaba foram colhidos de
diversas arvores localizadas no Viveiro Florestal da UFLA e levados ao galpdo
do Laboratério de Sementes Florestais, onde ocorreu o beneficiamento. A
extracdo de DNA foi realizada a partir de 1g de sementes inteiras recém-colhidas
(23,18% de umidade) e de sementes com 7% de umidade, submetidas a secagem
em silica gel.

A extracdo de DNA de ambas as espécies foi realizada de acordo com o

protocolo com CTAB 2X. Inicialmente, as amostras foram maceradas
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separadamente em nitrogénio liquido até a obtengio de um pé bem fino que foi
transferido para um microtubo de 2mL. Foram acrescentados 800uL. de CTAB
2X (agua pura; 1M TRIS-HCI pH 7,5, 5M NaCl, 0,5M EDTA pH 8,0, 2 gramas
de CTAB e 2% de B-mercaptoetanol) pré-aquecido a 65°C, mantendo-se esta
temperatura por 40 minutos. Posteriormente, foram adiciona;ios 800uL de
cloroférmio-alcool isoamilico (24:1) e os microtubostubos foram invertidos
durante 5 minutos, quando, ento, foram centrifugados a 7.900rpm, durante 10
minutos, 4 temperatura ambiente. O sobrenadante foi transferido para um novo
microtubo e acrescentaram-se 2ul. de RNAase (10mg/mL), mantendo &
temperatura de 37°C durante uma hora. Apés esse periodo adicionou-se 1
volume de isopropanol gelado aos tubos que permaneceram a -20°C por 12
horas. Em seguida os tubos foram centrifugados a 14000 rpm a 4°C durante 10
minutos, e o sobrenadante foi descartado. Adicionaram-se 800puL de etanol 70%
e 0s tubos permaneceram em repouso por 10 minutos, quando foram novamente
centrifugados a 7.900 rpm, a 4°C, durante 10 minutos com a finalidade de
remover residuos de CTAB. Os tubos foram entdo invertidos em um papel limpo
para secar o pélete que, posteriormente, foi dissolvido em 10puL de "II"E pH 8,0
(10mM TRIS-HCl e ImM EDTA).

Para a avaliagio por eletroforese foi utilizado o marcador 1Kb Plus DNA
Ladder (1pg/plL) e 7uL de DNA de cada amostra em um gel de agarose 1% com
coloragio de brometo de etidio, sendo visualizado sob luz ultravioleta e

fotografado no equipamento EDAS 290 (Kodak®).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As sementes recém-colhidas de Eugenia handroana apresentaram grau
de umidade de 35,45% e germinagdo de 20%. Esses valores s3o semelhantes aos
encontrados por Carvalho (2000) para a mesma espécie. Este autor relatou um
grau de umidade inicial de 47,1% e germinagdo de 25% logo apds a colheita.
Todavia, na presente pesquisa, parte dos frutos foi armazenada por dois meses ¢,
apos o beneficiamento, apresentou 87% de germinagdo. O aumento observado
no resultado de germinagdo apés o armazenamento pode ser atribuido ao
término da diferenciagdo dos tecidos das sementes, ji que embriSes de Eugenia
apresentam-se conferruminados, ou seja, os cotilédones sdo concrescidos sem
vestigio de eixo hipocétilo-radicula, sugerindo a presenga de tecido
meristematico nao diferenciado (Barroso, 1991). De acordo com Baskin &
Baskin (1998), esse é um tipo de dorméncia morfolégica descrita como
dorméncia primaria e endogena. Porém, mais estudos sdio necessarios para’
caracterizar corretamente o tipo de dorméncia que esta espécie apresenta.

Os resultados percentuais de umidade, germinag@o e tempo necessario
para secagem constam da Tabela 1. Pelos dados observados € possivel inferir
que a desidratagdo crescente causou a reducido acentuada de formacio de
plantulas normais pelas sementes com niveis de hidratagdo inferiores. Isto,
possivelmente, deve-se ao aumento no processo de deterioragio das sementes. O
fato de a secagem ter influenciado de forma negativa a germinagéo revela o
carater de sensibilidade a dessecag@o das sementes de Eugenia handroana.

Geralmente, quanto mais rapida ¢ a forma de secagem, mais baixo é o
conteido de igua que a semente pode tolerar, pelo fato desse método ndo

oferecer tempo suficiente para o progresso de reagdes de efeito deletério que
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causam a perda da viabilidade em materiais sensiveis a dessecagdo (Pammenter
etal., 1998).

TABELA 1. Porcentagem de germinagdo (plantulas normais) de sementes de
Eugenia handroana D Legrand com diferentes graus de umidade.

UFLA, Lavras, MG, 2005.
Grau de Periodo de Grz.nu de N
. umidade Germinagdo
umidade secagem alcancado (%)
desejado (%)  (dias) ¢ °
(%)
35,45 - - 87
30 5 31,12 79
25 11 25,68 63
20 18 21,29 59
15 24 16,20 56
10 31 9,84 36
7 40 7,35 0
5 44 5,65 0
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FIGURA 1. Porcentagem de germina¢do (plantulas normais) de
sementes de Eugenia handroana D. Legrand
(Myrtaceae) em fungdo de diferentes graus de umidade.
UFLA, Lavras, MG, 2005.

Um decréscimo na formagdo de plantulas normais foi observado &
medida que o grau de umidade das sementes foi reduzido (Figura 1). Pelos
resultados obtidos € possivel observar que a porcentagem de germinagdo ¢
maxima quando o grau de umidade das sementes € superior a 30%. Ao reduzi-lo
para valores abaixo de 25%, a capacidade germinativa das sementes € diminuida
gradativamente até ser completamente anulada quando o nivel de hidratag3o
atinge valores inferiores a 10%.

A redugdo drastica da germinagdo, observada quando as sementes
atingiram menos de 10% de umidade, permite considerar que as sementes da
espécie em estudo possivelmente podem ser classificadas como intermediarias.
De acordo com Ellis et al. (1990), nessas sementes, alguns elementos se
destacam, como a tolerancia a niveis de umidade entre 10% e 12,5% e a
intolerdncia a temperaturas abaixo de 0°C, especialmente no caso de sementes

de espécies tropicais.
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Carvalho (2000) classificou as sementes de Eugenia handroana como
recalcitrantes ao observar que as sementes recém-colhidas (47,1% de grau de
umidade) apresentaram 25% de germinagdo e que, apos a desidratagdo a 11,5%,
ocorreu completamente a perda da capacidade germinativa e tam:bém quando as
sementes foram armazenadas sob baixas temperaturas (5°C e -18°C). Porém,
parece que as sementes dessa espécie ndo haviam completado o processo de
diferenciagio de seus tecidos no momento em que foram submetidas a
desidratagio e talvez por isso ndo tenham sobrevivido a redugdo do nivel de
hidratagio. Assim, foram precocemente classificadas como recalcitrantes
naquela pesquisa, j4 que, como discutido anteriormente, embries de Eugenia
apresentam tecido meristematico néo diferenciado (Barroso, 1991).

Os danos causados pela dessecagdo s3o atribuidos a falta ou ineficiéncia
dos processos e mecanismos que protegem as sementes tolerantes & dessecagdo
no estado desidratado, tais como caracteristicas fisicas celulares, dediferenciagido
intracelular, presenca de sistemas eficientes de antioxidantes, acimulo de
moléculas protetoras, como LEA proteinas, sucrose e certos oligossa%arideos, o)
desenvolvimento de moléculas anfipaticas e a presenga de mecanismos de reparo
durante a reidratagdo das sementes (Pammenter & Berjak, 1999). Assim, a
caracteristica de sensibilidade i dessecacdo estd associada a auséncia ou
ineficiéncia de tais processos que facilitam a aquisi¢io e a manuten¢io da
tolerdncia a dessecagdo pelas sementes ortodoxas durante a maturagéo e apds a
dispersdo.

Muitas espécies pertencentes a familia Myrtaceae produzem sementes
sensiveis & dessecagdo. Dentro do género Eugenia, outras espécies também
apresentam comportamento intermedidrio quanto a capacidade de
armazenamento, como Eugenia florida (Carvalho, 2000) e Eugenia rostrifolia
(Santos et al., 2004); muitas espécies apresentam sementes recalcitrantes, tais

como E. calycina (Billow et al., 1994), E. pyriformis (Andrade & Ferreira, 2000;
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Silva et al., 2003), E. brasiliensis (Andrade, 2002), E. involucrata (Maluf et al.,
2003), E. divaricata (Gentil, 2003), E. dysenterica, E. unifolia e E. bimarginata
(Faiad et al., 2005).

Nas sementes sensiveis a dessecagdo, a perda de agua estrutural durante
o processo de secagem causa a alteragdo de sistemas metabolicos e de
membranas, resultando no inicio do processo de deterioragdo das sementes

(Farrant et al., 1988).

FIGURA 2. Gel de agarose 1% com DNA extraido de sementes de goiaba
(Psidium guajava) e de embrides de Eugenia handroana D
Legrand. M: marcador 1 Kb Plus DNA Ladder; 1: goiaba
(23,18%); 2: goiaba (7%); 3: Eugenia (35,45%); 4: Eugenia
(30%); 5: Eugenia (20%); 6: Eugenia (10%); 7: Eugenia (7%).
UFLA, Lavras, MG, 2005.



Teoricamente, a tolerdncia a dessecag3o tende a aumentar com 0 numero
de mecanismos de protegio em atividade, de modo que, provalvemente, existe
um gradiente de tolerincia dependente da interagdo efetiva entre os mecanismos
que estdo presentes (Berjak & Pammenter, 2000).

As sementes de goiaba recém-colhidas apresentaram 81% de germinagao
e as sementes secas a 7% de umidade apresentaram 90% de germinag#o.

Pela Figura 2, é possivel observar que o aspecto do DNA das sementes
de goiaba nio sofreu alteragdes com a secagem. Em sementes ortodoxas, tal
habilidade certamente esta relacionada aos mecanismos de sobrevivéncia da
célula sob reduzido nivel de hidratagso. O mesmo foi verificado com o DNA das
sementes de Eugenia handroana com 30%, 20% e 10% de umidade, embora
apresentando uma redug3o constante da capacidade germinativa. Essa redugao,
portanto, ndo é causada pela degradagdo do DNA. Segundo Osborne (2000), o
contetido de agua nas sementes pode determinar a manutencdo da integridade
das proteinas, a ativagio de endonucleases, a conforma¢io do DNA e a
integridade do genoma.

Os resultados demonstraram que a redugdo do nivel de hidratagdo para
7% ocasionou a degradagiio completa do DNA, coincidindo com a perda da
capacidade germinativa das sementes. O modelo de degradagdo observado deve-
se ao processo de morte passiva da célula (Wang et al., 1998), que ocorre no
momento em que a célula ¢ sujeita ao estresse ambiental. No estado desidratado,
a denaturacZo de proteinas, a desestabilizagio de membranas e a perda da fungdo
de enzimas e da integridade de acidos nucléicos acontecem a taxas que sdo
determinadas pelo ambiente externo e pela constituigio genética da espécie. Se a
célula permanece no estado desidratado, a perda da viabilidade e a morte s&o
eventualmente inevitaveis (Osborne & Boubriak, 1997).

Em sementes intermediarias, pode ocorrer a expressdo de um gene ou de

uma combinagiio de genes que conferem uma tolerdncia consideravel, porém
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incompleta e que determina o tipo de comportamento intermediario quanto a
capacidade de tolerancia a dessecagdo (Hong & Ellis, 1995).

Assim, a manuteng@o da informag@o genética € um fator essencial para a
tolerdncia a dessecagdo e sobrevivéncia da célula apés a desidratagdo e
reidratagdo (Osborne et al., 2002). Com a redugéo do grau de umidade para 7%,
ocorreu a degrada¢do do DNA de modo irreversivel para recuperar a integridade
e restabelecer sua condi¢io funcional apds a reidratagdo das sementes.

Os danos no DNA incidem nas células se a desidratagdo ocorre quando a
cromatina ou a conformag¢do do DNA ndo sdo organizados para suportar a
desidratacdo (Osborne & Boubriak, 1994).

Faria et al. (2005) também relataram a fragmentagio do DNA de
sementes germinadas de Medicago truncatula com 2mm de radicula submetida &
desidratag@o. Essa fragmentagdo ocorreu de acordo com o processo de morte-
programada das células em que sdo formados multiplos fragmentos de DNA e
ndo a degradagdo do DNA como um arrasto no gel, conforme foi observado para

as sementes de Eugenia handroana.
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6 CONCLUSOES

Sementes de Eugenia handroana apresentam um comportamento
fisiologico possivelmente intermediario quanto a capacidade de tolerincia a
dessecagdo.

A secagem das sementes até 10%, embora tenha causado uma redugao
na germinagdo, ndo provocou alteragdes na integridade do DNA. Sementes com

7% de umidade perdem a capacidade germinativa e a integridade do DNA.
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