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RESUMO

VIEIRA, Carlos Vinicio. Sensibilidade & dessecagio, armazenamento,
germinacio e morfologia de sementes de Cupania vernalis Camb. Lavras:
UFLA, 2005. 61 p. (Dissertagdo — Mestrado em Agronomia/Fisiologia Vegetal)’

Sementes de Cupania vernalis Camb. possuem caracteristicas recalcitrantes
quando submetidas a secagem, além de uma curta longevidade, necessitando da
aplicacio de conhecimentos relacionados a fatores que interferem no
armazenamento e conservacdo. Nesse estudo, objetivou-se avaliar as variagoes
fisiolégicas, bioquimicas, ultra-estruturais ¢ morfoanatémicas de sementes de
Cupania vernalis Camb., quando submetidas a diferentes temperaturas e teores
de dgua, durante o armazenamento. Para o estudo da dessecag@o, as sementes
foram secadas nos seguintes graus de umidade: 45%, 40%, 35%, 30%, 25%,
20%, 15% e 10%, posteriormente submetidas a testes para identificacio de
proteinas termorresistentes e colocadas para germinar. No armazenamento,
sementes com graus de umidade de 40%, 35%, 30% foram acondicionadas em
sacos pldsticos e armazenadas sob temperatura controlada de 10°C e 25°C,
avaliadas nos tempos, 0, 120 e 240 dias, quanto ao grau de umidade,
germinagio, IVE, aciicares soltiveis totais e caracteristicas ultra-estruturais. Na
caracterizagio dos tecidos da semente, foi empregado teste histoquimico com
Sudan III, Floroglucinol e Lugol. Para a descrigdo anatdmica das plintulas,
empregou-se azul de astra com safranina. Os resultados referentes ao teste de
tolerancia & dessecagdo revelaram que 30% de umidade € o grau critico, sendo
classificada como recalcitrante, havendo expressdo de HSP. A combinagio do
grau de umidade de 40% com a temperatura de 10°C favorece sua conservagio.
Sementes conservadas a 25°C, apresentaram maior teor de aglicares soldveis
totais. As sementes sio revestidas por um tegumento lignificado e, aos 60 dias
apés a protrus3o, j4 € identificado o inicio da formagdo de estruturas secundirias
na plantula.

* Comité Orientador: Amauri Alves de Alvarenga (Orientador) — UFLA,
Evaristo Mauro de Castro (Co-orientador)- UFLA.



ABSTRACT

VIEIRA, Carlos Vinicio. Sensibility to desiccation, storage, germination and
morphology of Cupania vernalis Camb. seeds. Lavras: UFLA, 2005. 61 p.

(Dissertation — Master in Agronomy/Plant Physiology)’

Cupania vernalis Camb. seeds have a short longevity with a recalcitrant
behavior when submitted to drying. These demand the development and
adoption of technologies to improve storage and conservation of the seeds. Thus,
the objective of this work was to evaluate physiological, biochemical, ultra-
structural and morpho-anatomic aspects of Cupania vernalis seeds at different
storage temperatures and seed moisture content. For the desiccation sensitivity
studies the seeds were dried at eight different water content: 45%, 40%, 35%,
30%, 25%, 20%, 15% and 10%. The expression pattern of proteins resistant to
heat and seed germination were verified at each moisture content. Seeds with
40%, 35% and 30% of water content were conditioned in plastic bags and stored
at 10°C and 25°C under controlled temperature. During 0, 120 and 240 days of
storage seeds were taken for evaluation of water content, germination,
emergency index, soluble "sugars content and ultra-structural studies. The
morpho-anatomic study of the seeds was performed by using a hystochemlcal
test with Sudan III, Floroglucinol and Lugol. For the anatomical description of
the seedlings was used Astra blue with Safranin. The results regarding to
desiccation sensitivity showed that the water content at 30% was critical. During
desiccation the recalcitrant behavior was confirmed, although the _expression of
proteins resistant to heat was observed at 30% of water content. The moisture
content of 40% in combination with 10°C during storage favors seeds
conservation. Seeds stored at 25°C showed higher soluble sugars content. The
morpho-anatomic studies showed that the seeds were covered by a lignified
tegument and at 60 days after radicle protrusion the formation of secondary
structures in the seedlings was observed.

* Guidance Committe: Dr. Amauri Alves de Alvarenga -UFLA (Adviser) -
UFLA, Dr. Evaristo Mauro de Castro - UFLA (Co-adviser).



1 INTRODUCAO GERAL

A flora brasileira representa a maior diversidade de espécies vegetais do
mundo, com grande potencial de utilizagdo para diversos fins. No entanto, a
maioria das espécies carece de estudos relacionados a conservagio de sementes
e germinago.

Em uma avaliagdo sobre a importincia de uma determinada espécie,
torna-se dificil encontrar pardmetros que nio a classifiquem como ndo sendo de
interesse conservacionista ou de grande potencial econdmico, tendo em vista
seus valiosos produtos, como madeira, frutos, resinas, medicamentos e néctares,
dentre outros.

Nos tltimos anos, ndo sé o pais, mas o mundo todo, tem sido vitima de
uma exploragio extrativista e descontrolada dos recursos naturais,
principalmente dos cerrados ¢ florestas, para a ocupagdo por -dreas agricolas e
pecudria, colocando em risco de extingio varias espécies consideradas de grande
importincia para a integridade dos ecossistemas.

Projetos de recomposicdo ou recuperacio de dreas degradadas sao
dependentes de formas de coleta, conservagio e propagagio de espécies com
potencial para tal finalidade.

O éxito dos projetos de reflorestamento depende, entre outros fatores, da
correta selegdo de espécies, bem como da disponibilidade e conservagdo de suas
sementes. Devido a grande diversidade de espécies e as suas complexas inter-
relacGes e interagGes com o meio, a selegio seré tanto mais correta quanto maior
for o conhecimento relativo as espécies de interesse principalmente quanto a sua
propagacdo.

Pouco se sabe sobre o armazenamento (conservacio) e posterior
germinagiio de Cupania vernalis Camb.A sensibilidade a dessecagdo € admitida

como interferente na conservagdo dessas sementes (Lima Jinior, 2004). Desse



modo, tem-se sugerido o armazenamento com elevados graus de umidade em
sacos pldsticos. Segundo Lorenzi (2000), a germinag3o das sementes é lenta e
muito baixa; por isso elas devemn ser semeadas logo ap6s a colheita, uma vez que
a viabilidade € curta.

Diante dessa problemdtica, este trabalho objetivou avaliar as variagdes
fisiologicas, bioquimicas, ultra-estruturais e morfoanatdémicas de sementes de
Cupania vernalis Camb., quando submetidas a diferentes temperaturas € teores

de dgua, durante 0 armazenamento.
2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Descri¢io da espécie

Cupania vernalis Camb., uma das principais espécie da familia
Sapindaceae, é conhecida popularmente como camboatd, camboatd e arco-de-
peneira, dentre outros. As plantas, quando adultas, podem atingir de 10 a 22mde
altura, com tronco entre 50-70cm de didmetro. Suas folhas sio simples no
estadio inicial de desenvolvimento, langando, posteriormente, folhas compostas,
pinadas e alternas, com 10 a 18 foliolos de 6 a 15cm de comprimento ¢ bordos
serrados.  As flores sio pequenas, em paniculas de 10 a 20cm de largura.
Floresce entre os meses de margo a maio e a maturagdo dos frutos ocorre entre
os meses de setembro a novembro. Os frutos sdo do tipo cdpsula, contendo de
uma a trés sementes ovéides de cor negra brilhante com arilo amarelo-
alaranjado. A espécie é de grande utilidade, pois a sua madeira é prépria para
obras iﬁtemas, marcenaria, forma para calgados, lenha e carvido, Pode ser
empregada no paisagismo, principalmente na arborizagdo de ruas. E uma espécie
de grande utilidade para plantios mistos destinados 2 recuperagdo de 4reas

degradadas de preservagdo permanente, pois, além de serem adaptadas 2



insolagdo direta, os seus frutos sio utilizados na alimentagdo por pdssaros
(Lorenzi, 2000).

As espécies da familia Sapindaceae sdo tradicionalmente utilizadas na
medicina como diuréticos, estimulantes, expectorantes, sedativos, vermifugos e
contra estomatites e dermatites, em diversas partes do mundo. No Brasil, a
espécie Paullinia cupana, popularmente conhecida como guarand, é a mais
difundida e conhecida representante da familia (Cavalcanti, 2001). Extratos da
casca da arvore da espécie Cupania vernalis sio utilizados na medicina popular

contra tosses convulsivas e asma (Rodrigues & Carvalho, 2001).

2.2 Aspectos da tolerdncia & dessecagiio e do armazenamento de sementes

Durante o desenvolvimento, as sementes que toleram a dessecagio
progridem por fases de histodiferenciagio com aumentos na biomassa e
deposicdo de reservas, seguidas por um ganho rdpido de matéria seca durante a
maturagéio e posterior secag;zm, cessando a acumulagio de matéria seca com a
diminuicio da biomassa e perda de 4gua pela semente. Logo apds a
histodiferenciagdo, as sementes adquirem a habilidade de germinar € tomam-se
tolerantes a dessecagao.

A maior parte das espécies possui sementes denominadas ortedoxas, as
quais suportam dessecagdo a graus de umidade de até 5%; outras produzem
sementes classificadas como intermedidrias, que toleram dessecagdo a graus de
umidade de até 10% a 12,5%, enquanto outras possuem sementes conhecidas
como recalcitrantes, que ndo toleram dessecacdo a graus de umidade inferiores a
15% ou 20% (Roberts, 1973; Hong & Ellis, 1996). Recentemente, as sementes
ortodoxas, intermedidrias e recalcitrantes, que até entdo apresentavam uma
abordagem qualitativa, passaram a ter um enfoque quantitativo (Walters, 2000),

levando em consideragdo a magnitude da tolerdncia 2 dessecagdio entre as



sementes altamente sensiveis e as que suportam a perda de maior parte de dgua
presente (Berjak e Pammenter, 2000).

Sementes recalcitrantes, ou seja, aquelas ndo toleram perdas
significativas do contetido de 4gua e baixas temperaturas, sofrem
histodiferenciagio até certo ponto, de forma semelhante as sementes ortodoxas,
que é seguida por uma fase de acumulagdo de reservas (Farrant et al., 1992),
Porém, o padrio de desenvolvimento em sementes recalcitrantes se apresenta de
forma diferencial com acumulagiio de matéria seca até o momento da dispersdo
(Lin e Chen, 1995). ' o

De todas as espécies j4 estudadas, com excegdo de Avicennia marina,
nas demais existe uma redugio no contedo de 4gua com a etapa final do
desenvolvimento da semente. Em sementes de A. marina, o conteido de agua
permanece inalterado durante o desenvolvimento, com a mesma taxa de matéria
seca e 4gua. Isso ocorre em fungdo das reservas principais nessa espécie serem
agucares soliveis, em vez de compostos insoliveis (Farrant et al., 1992).

A diminuigio no contetido de dgua ao final do desenvolvimento é
acompanhada por um aumento na tolerdncia A dessecacdo na maioria das
sementes recalcitrantes. Isso foi demonstrado nas seguintes espécies: Acer
pseudoplatanus (Hong & Ellis, 1990), Quercus robur (Finch-Savage, 1992), A.
hippocastanum (Pritchard, 1991; Farrant ef al., 1997), Camellia sinensis (Berjak
et al., 1993) e Machilus thunbergii (Lin & Chen, 1995). Durante o
desenvolvimento das sementes de Q. robur, o aumento na tolerincia 2
dessecacdo foi acompanhado por um aumento na quantidade de proteinas
termorresitentes pertencentes a familia das dehydrinas e ABA (Farrant et al,
1997), embora o conteiido de ABA crescente fosse associado a prevencio da
germinagdo precoce. Em sementes em desenvolvimento de Machilus thunbergii,
a concentragio de ABA declinou com o fim do desenvolvimento, enquanto a

tolerincia  dessecagiio aumentava, sugerindo que o ABA néo tenha induzido a



tolerdncia  dessecagdo (Lin e Chen, 1995). Esses autores ainda sugerem que a
recalcitrincia em sementes é uma consegqiiéncia prematura do desenvolvimento.

A 4gua, como fator fundamental da semente, participa de vérios eventos
metabdlicos relacionados 2 estabilidade de membranas, bem como na
conformagio de proteinas. Quando removida abaixo do limite suportado pela
célula, podem ocorrer danos aos microtibulos (Faria et al., 2004), aumento da
concentragio dos solutos, alteragdo do pH intracelular, aceleragdo de reagdes
degenerativas, desnaturagdo de proteinas e perda da integridade de membranas
(Sun & Leopold, 1997). Alguns mecanismos de protegdo tém sido reportados
para a aquisi¢do de tolerancia a dessecagdo e manutengdo de viabilidade durante
o armazenamento: a atuagio de sistemas antioxidantes, a concentragio € a agao
de moléculas protetoras, incluindo as LEA proteinas (Late embryogenisis
abundant), a formagio do estado vitreo em fungdo da presenga de
oligossacarideos da série rafinésica (estaquiose e verbascose) e a operagio de
sistemas de reparo durante a reidratacio (Su & Leopold, 1997; Berjak e
Pammenter, 2000; Hoekstra et al., 2001).

Teoricamente, a tolerdncia a dessecacio tende a aumentar com o nimero
de mecanismos de protegio em atividade de tal modo que, provavelmente, exista
um gradiente de tolerincia dependente da interag@o efetiva entre 0s mecanismos
que estdo presentes (Berjak & Pammenter, 2000).

Embora a secagem de sementes recalcitrantes resulte no declinio da
viabilidade (Roberts, 1973), a literatura tem reportado, entre as espécies,
considerdvel variagio na sensibilidade a dessecagdo. Farrant et al. (1988),
admitindo esta variagdo, propuseram a separagdo das sementes recalcitrantes nas
categorias altamente recalcitrantes (pequena tolerdncia a dessecagdo),
moderadamente recalcitrantes (moderada tolerdncia a dessecagdo) e

minimamente recalcitrantes (elevada tolerdncia & perda de agua).



A secagem parcial pode contribuir para a conservacdo de sementes
recalcitrantes (Chin, 1988), mesmo naqﬁelas que toleram dessecagdo a valores
ligeiramente inferiores ao grau de umidade original. Porém, pode ocorrer perda
de viabilidade em fungdo dessa desidratagfio, podendo ser atribuida a duas
causas principais: como conseqiiéncia de metabolismo desequilibrado durante a
desidratagiio e, possivelmente, também quando sio armazenadas na condigio
hidratada ou, entdio, em fungio de danos causados pela desidratagdo, quando a
dgua é essencial para a integridade de estruturas intracelulares (Berjak e
Pammenter, 2003).

Em fungio da inevitdvel deterioragio das sementes e da grande variag@o
existente entre aS espécies, entre lotes da mesma espécie e entre unidades do
mesmo lote, buscam-se, no armazenamento, estratégias para manter as sementes
integras e vidveis por periodos prolongados logo apds a sua dispersdo. Para as
espécies florestais, na maioria das vezes, torna-se dificil preservar a viabilidade
e o vigor das sementes; por isso, fatores, como temperatura e umidade, devem
ser considerados durante o armazenamento, visando prolongar a longevidade e a
sua viabilidade (Ramos, 1980; Alvarenga, 1987; Corréa, 1997; Oladiran &
Agunbiade, 2000). Embora haja algumas discordincias ou dificuldades na
diferenciagio entre causas e conseqiiéncias da deterioragdo, a seqiiéncia
provivel de eventos envolve redugdo na velocidade de germinagdo, redugdo do
potencial de armazenamento, desuniformidade e retardamento do crescimento e
desenvolvimento inicial de plantulas, aumento na sensibilidade a adversidades
ambientais, redugdo de emergéncia de plantulas no campo e aumento de
pl:?mtulaé anormais com consegiiente morte (Delouche & Baskin, 1973).

A deterioragio pode ser considerada um pardmetro que mede a qualidade
de um lote de sementes determinando seu potencial de conservagao (Gentil,
2003). Toda e qualquer semente armazenada sofre deterioracdo, podendo ser

rpida ou lenta, dependendo das caracteristicas ambientais e das caracteristicas



das préprias sementes. Geralmente, a redugdo da luminosidade, da temperatura e
da umidade de sementes e ambiente faz com que seu metabolismo seja reduzido
e que os microrganismos que as deterioram fiquem fora de agdo, aumentando
sua longevidade (Vieira et al., 2001).

Elliott, citado por Hong e Ellis (2003), dividiu as sementes de 4rvores de
florestas temperadas em trés classes: as que podem ser desidratadas, as que
podem sobreviver com desidratagdio parcial e as que raramente podem ser
desidratadas.

A classificagfio de sementes em ortodoxas e recalcitrantes, proposta por
Roberts, em 1973, é a mais utilizada atualmente para o comportamento de
sementes quanto as condigbes de armazenamento (Roberts citado por Hong e
Ellis, 2003). Uma terceira categoria foi proposta por Ellis et al. (1990), citados
por Hong e Eliis (2003), as intermedidrias, cuja definicio estd baseada na
resposta de longevidade ao ambiente de armazenamento; estas apresentam
tendéncia para longevidade crescente, quanto menor o grau de umidade da
semente no armazenamento (sob condigio de ar-seco). Mas, esta condigdo €
invertida a um grau de umidade relativamente alto e, a partir deste ponto, a
reducdio do grau de umidade implica em redugdo da longevidade. Segundo
Bonner (1989), as sementes que podem ser estocadas com menos de 10% de
umidade mantendo ou aumentando a longevidade sdo consideradas ortodoxas; as
sementes recalcitrantes ndo podem ser desidratadas para graus de umidade
abaixo de 25% a 50%, dependendo da espécie, sem perder a viabilidade
(Bonner, 2001). Esta sensibilidade para dessecac¢do tem implicagSes importantes
no armazenamento de sementes. Sementes ortodoxas podem ser desidratadas
sem danos para baixos graus de umidade e, sob uma extensa gama de ambientes,
sendo que a longevidade no armazenamento aumenta com a diminuigdo do grau

de umidade e da temperatura de modo controlado (Hong e Ellis, 2003).



O armazenamento de sementes recalcitrantes sob condig¢oes de elevada
umidade e temperatura gera condigbes favordveis ao desenvolvimento de
microrganismos. A incidéncia de microrganismos em sementes recalcitrantes
com graus de umidade acima de 10% a 13% pode comprometer a viabilidade
(Harrington, 1972). Diversos fungos, principalmente do género Fusarium
(Boyce, 1989), tém sido encontrados em associagdo com sementes recalcitrantes
armazenadas. A agdo prejudicial desses microrganismos pode requerer o
tratamento com fungicidas (Fu et al., 1990).

Tratamentos fiingicos aplicados em sementes de Eugenia calycina, uma
espécie considerada altamente recalcitrante, reduziu a incidéncia de fungos
saprofiticos, ndo afetando a germinagdo final das sementes. Por outro lado, o
excesso de determinados fungicidas pode reduzir a velocidade de germinagio
(Joachim et al.,1994). |

Uma aplicagio prética para evitar a proliferagéo de fungos em condig¢des
de armazenamento tem sido usar ambientes com temperaturas em tormo de0°Ca
5°C; contudo, particularmente em espécies de origem tropical, a sensibilidade a
baixas temperaturas dificulta a pratica do uso de temperaturas inferiores a 10°C
(King & Roberts, 1979).

Diversos trabalhos relatam o papel de fungos na deterioracdo de
sementes recalcitrantes durante o armazenamento, porém, nao existe nenhum
trabalho publicado sobre estratégias de defesa de sementes contra ataque de
fungos, cOMO Os mecanismos que 5o descritos e bem conhecidos em plantas
(Calistru et al., 2000; Sutherland et al., 2002). A possivel resposta quanto a
vulnerabilidade de sementes recalcitrantes a fungos poderia ser a inabilidade
pela resposta de hipersensibilidade, sugerindo a auséncia de genes de resisténcia
que poderiam interagir com os genes de aviruléncia dos patégenos (Merhar et

al., 2003).



2.2.1 Papel de moléculas protetoras na tolerancia a dessecaciio
2.2.1.1 Oligossacarideos (carboidratos soliiveis)

Diversas evidéncias suportam a idéia de agticares soliiveis, agindo como
“substitutos de 4gua”, podem desempenhar um papel chave na tolerdncia a
dessecagiio e, conseqiientemente, na conservagio de sementes. Este fato se deve
a protegdo das membranas, na fase de tranéigﬁo de lipideos induzida pela
dessecacio, além de proteger as proteinas, e ou por formar vidro sob.
temperaturas fisiolgicas. Todavia, diversos autores relatam uma alta
concentragio de sacarose e oligossacarideos durante o desenvolvimento de
sementes recalcitrantes (Farrant, Pammenter ¢ Berjak, 1993), sugerindo que a
capacidade de tolerar desidratagdo nio é somente devido & presenca desses
carboidratos. Entretanto, os efeitos protetores dos agucares, in vivo, sdo,
provavelmente, mais complexos que os observados nestes modelos de sistemas
(Leprince, Hendry e McKersie, 1993).

A acumulagdo de z;g:ﬁcares nio redutores, particularmente da série
rafinésica, deduz a presenga de tolerdncia, podendo ser de dois modos. O
primeiro é que, quando ocorre a desidratagdo, agticares especificos substituem a
agua associada com a superficie da membrana, mantendo o espagamento correto
dos grupos de lipidios, prevenindo assim as transi¢bes da fase cristalina para a
fase gel. No segundo modo, foi sugerido que a trealose poderia ser 0 mais
efetivo dos aguicares que poderia substituir a 4gua dessa maneira. Isto parece que
n3o ocorre em sementes de angiospermas, nas quais a sacarose se apresenta
como o mais abundante dos oligossacarideos (Pammenter e Berjak, 1999). O
segundo modo refere-se a vitrificagio da fase aquosa referindo a um estado
vitreo. Quando ocorre perda de dgua, a sacarose e certos oligossacarideos
formam uma alta viscosidade, impondo efeitos na atividade intracelular,

reduzindo efeitos danosos do metabolismo desordenado e, talvez, protegendo as



macromoléculas de desnaturagio ou minimizando o efeito de transi¢Ges da fase
gel das membranas fosfolipidicas.

Leopold et al., (1994) sugeriram que o papel da vitrificagio nao € tanto o
de conferir tolerancia 2 dessecagdo, mas para manter a viabilidade das sementes
por um periodo prolongado no estado seco. Porém, a habilidade para a formagio
de vitrificagdo ndo pode ser declarada como tolerdncia & dessecagdo, pois foi
mostrado que ocorre também em algumas sementes sensiveis & dessecagao.
Walters et al. (1997) sugeriram outro papel para os agicares, associando-os com
LEAs de forma a controlar a perda de igua. ‘ ’

Hoekstra et al. (1997) afirmaram que enquanto aglcares so primordiais
na formagio do estado vitreo, eles podem nao ser particularmente efetivos eﬁ
termos de interagio com os grupos cabega das moléculas de lipidios, propondo
que a estabilizagio mais efetiva seria alcangada pela migragdo de moléculas
anfipéticas.
2.2.1.2 Proteinas termorresistentes

Durante a dessecagio de sementes em desenvolvimento, pode ocorrer a
acumulagio de um grupo particular de mRNAs e protéinas relacionadas,
denominadas “Late Embryogenis Abundant”. LEA mRNAs, que aparecem em
tecidos embriondrios no inicio da dessecagdo e tomam-se as mais prevalentes
espécies de mRNA, no estado seco, declinando progressivamente vdrias horas
ap6s a embebigdo da semente (Baker, Steele e Durs, 1988). A regulagio dos
genes LEA parece ser principalmente transcricional, em que o ABA desempenha
um importante papel (Baker, Steele e Durs, 1988; Williamson e Quatrano, 1998;
Roberton e Chandler, 1992), embora, em alguns casos, a regulagdo pos-
transcricional seja relatada (Williamson e Quatrano, 1998).

A sintese de LEAs parece estar associada a elevados niveis de ABA que
ocorrem durante o desenvolvimento das sementes (Kermode, 1990). Porém, a

expressdo de um segundo grupo de genes de LEAs foi registrada acontecendo
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;’EIBLIOTECA CENTRAL - UFLA
com o inicio da maturagio e secagem, quando os niveis de ABATSIO

relativamente baixos (Oliver e Bewley, 1997). Isso demonstra que a regulagdo

da expressio de genes LEA envolve componentes de rotas de transdugio
diferentes das responsaveis pelo ABA (Kermode,1997).

A sintese de LEAs pode ser regulada por diferentes mecanismos em
diferentes tipos de sementes. Oliver ¢ Bewley (1997) sugerem que uma
evidéncia equivoca é a de que o ABA tenha papel direto na indugio e
manutengio da tolerincia A dessecagdo. A visdo que existe a respeito dessas
protefnas deve-se 2 sua natureza anfipdtica, com capacidade de inibir a
desnaturacdo de vdrias macromoléculas. As LEAs possuem propriedades de
estabilizar estruturas intracelulares sob condigbes de estresse, incluidos os
estresses causad?s por perda severa de 4gua, devido a sua propriedade de ligagao
com fons e dgua (Close, 1997). Um outro papel adicional que € realizado pelas
proteinas LEAs é a capacidade de associagdo com agticares, em que ambos
operam em protecdo quando ocorre perda de dgua‘na fase de maturagido e
secagem (Walters et al., 1997).

Em um estudo comparativo de duas espécies tropicais recalcitrantes,
Han et al. (1997) observaram que ndo havia a presenga de proteinas LEAs em
uma das espécies, mas ocorria a acumulagio durante o desenvolvimento da
outra. Tratamentos que normalmente induzem a produgdo destas proteinas
(aplicagdo de ABA ou resfriamento) nio tiveram nenhum efeito na espécie que
ndo apresentou LEA. Dessa forma, fica claro que a habilidade ou a falta de
expressdo de proteinas LEAs n3ao podem ser levadas como indica¢Ges de que
sementes de uma espécie podem resistir 2 desidratagdo, (Blackman et al., 1991).
Isso indica que a tolerancia a dessecagio em sementes ndo pode ser resultado
apenas da presenca de LEAs e, sim, provalvemente, por meio de muitos

mecanismos ou processos de expressao varidvel.
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Um dos mecanismos mais estudados na adapta¢io dos organismos a
condigfio de estresse € a indugio de proteinas resistentes ao calor. heat shock
proteins (HSP), que inclui vérias familias de proteinas conservadas. Segundo
Vertucci & Farrant (1995). a fungdo das HSP tem sido relacionada com a
preservacgio € o reparo das estruturas macromoleculares durante a desidratagio
ou reidratagdo. respectivamente. Embora todos 0s organismos sintetizem HSP
em resposta ao calor. o balango de proteinas sintetizadas ¢ a relativa importancia
das familias individuais de HSP na tolerincia ao estresse variam enormemente
entre organismos (Queitsch et al.. 2000). As principais classes das HSP, citadas
por Hong & Vierling (2000), estdo presentes em plantas e incluem proteinas de

peso molecular que variamde 15 a 28 kDa; Hsp60: Hsp70; Hsp90 e Hsp100.

2.3 Estudos ultra-estruturais

Estudos de ultra-estrutura conduzidos durante os dltimos anos vém
contribuindo para compreensdo a respeito das diferentes respostas a desidratagao
e armazenamento apresentadas por sementes altamente recalcitrantes, como as
de Avicennia marina e por sementes ortodoxas, como as de Phaseolus vulgaris.
Membranas das organelas celulares, o citoesqueleto € o nucleoesqueleto sao
essenciais para o perfeito funcionamento da célula e danos a essas estruturas
durante a desidratagio podem levar a perda de viabilidade. O estado do
metabolismo ou fisiologia celular reflete na diferenciagdo da mitocondria e em
sinais visiveis na sintese de membranas e protefnas fornecidas pelo complexo de
Golgi e o reticulo endoplasmtico. Esses marcadores ultra-estruturais mostram
os danos celulares causados pela secagem excessiva imposta em sementes
recalcitrantes € mostram também que as sementes recalcitrantes passam pelos
estidios iniciais de germinacio quando armazenadas com grau de umidade

relativamente aito (Berjak e Pammenter, 2000).



2.4 Germinaciio, anatomia e morfologia de plintulas

Estudos relacionados 2 propagagio de plantas envolvem conhecimentos
relacionados as estruturas das sementes, bem como mudancas que ocorrem
desde o momento da embebicdo, passando pela protrusio da radicula até a
formagio da plantula.

Segundo - Camargo et al. (2000), 6 conhecifnemo das estruturas
morfolégicas das sementes pode contribuir para um melhor entendimento do.
processo de germinagdo.

Crestana e Beltrati, citados por Camargo et al. (2000), comentam em
seus trabathos que estudos anatdmicos e¢ morfolégicos da germinagdo em
espécies florestais sdo fundamentais e de caréter urgente, em fungdo da drdstica
e elevada redugio de populagdes naturais decorrentes de alteragdes ambientais
causadas pelo desmatamento continuado.

Segundo Lorenzi (2000), a espécie Cupania vernalis Camb. apresenta
germinagio lenta e muito bz;ixa e suas sementes devem ser semeadas logo ap6s
a colheita, pois sua viabilidade é curta. Em fungdo dessa curta longevidade,
Lima Junior (2004) ressalta que esse fator constitui-se num entrave no processo
de propagagio e, conseqiientemente, na produgéo de mudas dessa espécie.

Algumas sementes, quando atingem a maturagdo, podem expressar
dorméncia primdria causada por embrido imaturo, presenca de inibidores,
tegumento impermedvel A 4gua e gases, conferindo resisténcia fisica a protrusdo
da radicula (Tigabu & Oden, 2001).

Lima Jdnior (2004), trabathando com a espécie Cupania vernalis, nio
verificou nenhum impedimento para a absor¢do de dgua em suas sementes.
Entretanto, verificou-se, ao longo do pericdo de observagio, um retardamento na
absorgdo de dgua em sementes intactas em relagdo as sementes destituidas de
tegumento. Nesse mesmo estudo, fazendo uma comparagdo da porcentagem

final de germinagdo e IVG entre sementes intactas e sem tegumento, foi possivel



verificar que a presenga do tegumento contribuiu efetivamente para a redugio da
germinagdo das sementes da citada espécie, pelo fato de atuar no retardamento
da absorgao de dgua e, muito provavelmente, na resisténcia fisica ao crescimento
do embridio. A presenga de uma densa e espessa camada de esclerénquima na
testa da semente atua como uma barreira 2 retomada do crescimento do ¢ixo
embriondrio.

Por meio do conhecimento da estrutura da semente, podem-se obter
indicagbes sobre a germinacdo, armazenamento, viabilidade e métodos de
semeadura (Kuniyoshi, 1983), enquanto os estudos morfolégicos tendem a
auxiliar na identificagio botinica da espécie, interpretando os testes de
laboratério e o reconhecimento da espécie em bancos de sementes do solo e em
fase de plantulas em formagdes florestais. Estas anilises contribuem para os
estudos dos mecanismos de dispersdo, sucessio e regeneraco natural das

espécies (Melo et al., 2004).

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Consideragdes gerais

O presente estudo foi conduzido no Laboratério de Crescimento e
Desenvolvimento de Plantas, Setor de Fisiologia Vegetal, do Departamento de
Biologia da Universidade Federal de Lavras, MG. Os frutos de Cupania vernalis
Camb. foram coletados na época de dispersdo (setembro de 2004), em drvores
localizadas em Macaia, municipio de Bom Sucesso, MG, proximo & Hidrelétrica

do Funil.

3.2 Ponto critico de secagem das sementes
Ap6s a deiscéncia dos frutos sobre bancadas em condigdes de

laboratério, determinou-se a umidade inicial das sementes por meio do método



de estufa a 105 + 3°C, por 24 horas (Brasil, 1992), utilizando-se trés repeticoes
de 10 sementes. Os resultados, expressos em porcentagem, foram calculados
com base no peso dmido. Em seguida, procedeu-se o abaixamento do grau de
umidade de 46% até 10% em estufa de ventilagio regulada para 35°C constante.
Foram realizados testes de germinagdo, quando as sementes submetidas a
secagem atingiram as respectivas umidades: 40%, 35%, 30%, 25%, 20%, 15% e
10%. Os teores de dgua das sementes verificados apés a determinagdo inicial
foram avaliados por pesos, por meio da equagdo descrita por Cromarty et al.
(1985):

Pf = pi (100 — Ui) x (100 - UD™ , em que:

Pf = peso da amostra (g) apds a secagem;

Pi = peso da amostra (g) antes da secagem;

Ui = grau de umidade (%) antes da secagem;

Uf = grau de umidade (%) desejado ap6s a secagem.

Para cada teste de germinagio foi utilizada uma amostra de 100
sementes, constituida de 4 repeticBes de 25 sementes. As sementes foram
acondicionadas em caixas tipo gerbox com vermiculita. A germinagdo foi
conduzida a uma temperatura de 30°C em cimaras de germinagdo modelo BOD
347 Fanem ou Eletrolab (Lima Junior, 2004). As avaliagdes de germinagdo
foram realizadas diariamente, utilizando-se, como pardmetro de germinagdo, a
protruso da radicula e a emissio do hipocétilo a = Smm. A velocidade de
emergéncia das plantulas foi realizada no mesmo experimento de germinagao,
sendo considerada como emersas as plantulas que apresentavam, no minimo,
3mm de parte aérea. Para o célculo do indice de velocidade de emergéncia (IVE)

foi empregada a equagio proposta por Maguire (1962).



3.3 Armazenamento das sementes

Inicialmente, foi retirada uma amostra para a verificagio do grau de
umidade inicial do lote. Apds essa determinago, as sementes foram submetidas
a secagem, em ambiente controlado com 35°C em estufa de ventilagdo, visando
a obtengio dos tratamentos 40%, 35% e 30%, referentes aos graus de umnidade
desejados. Durante a secagem, as sementes foram colocadas em sacos de papel
perfurados sobre prateleiras de metal perfuradas.

Os tratamentos foram obtidos por meio do acompanhamento de perda de
peso das sementes durante a secagem. Para isso, amostras de sementes, com
pesos iniciais previamente conhecidos, foram acondicionadas em sacos de papel
e distribuidos nas prateleiras da estufa para posterior pesagem em intervalos
regulares. Os pesos finais das amostras, correspondentes a cada um dos graus de
umidade desejados, foram previamente determinados por meio da equagdo
descrita por Cromarty et al. (1985).

A medida que foram sendo conseguidos os graus de umidade préximos
aos desejados, amostras foram retiradas, homogeneizadas e divididas em fragdes
que, por sua vez, foram embaladas em sacos plasticos e mantidas,
provisoriamente, em temperatura ambiente de 22 = 2°C, durante a obtengdo dos
demais tratamentos. Posteriormente, as amostras, correspondentes aos diferentes
graus de umidade, foram estocadas em ambientes com temperaturas controladas
de 10°C, em cimara fria € em estufa a 25°C. As sementes foram submetidas a
avaliagdes no inicio do armazenamento (caracterizagdo em graus de umidade,
perfazendo os tratamientos adicionais) e aos 120 e 240 dias. Para a identificagdo
qualitativa da presenca de microrganismos durante o armazenamento, as
sementes foram submetidas a técnicas de microscopia eletrbnica de varredura e
posterior anilise no Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de

Lavras.



3.4 Analise ultra-estrutural da semente durante a secagem e
armazenamento

Andlise ultra-estrutural da semente durante a secagem € armazenamento
foi realizada no Laboratério de Microscopia Eletrdnica e Andlise Ultra-
Estrutural (LME) do Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de
Lavras. Fragmentos de 3mm foram retirados de cinco sementes de cada
tratamento (graus de umidade e periodos de armazenamento), localizadas na
regiio do eixo embriondrio e, em seguida, foram fixados numa solugdo
composta de glutaraldeido (2,5%) e paraformaldeido (2,5%) em tampdo
cacodilato, pH 7,0 0,05M + CaCl, 0,001M por um tempo superior a uma hora,
em temperatura controlada por geladeira. Posteriormente, esses fragmentos
foram lavados e;n tampdo cacodilato 0,05M (trés vezes de 10 minutos) e imersos
em glicerol 30% por um tempo de 30 minutos. Com o auxilio de uma chapa de
aco inoxidével e bisturi, procedeu-se ao descarte de pontas do material e
seccionamento das regides de interesse. Esses foram lavados em dgua destilada e
p6s-fixados em tetréxido de Gsmio 1% em tampdo cacodilato 0,05 M, por 1-2
horas, para posterior desidrata¢ao em gradiente de acetona (30, 50, 70. 90 por 10
minutos e trés vezes por 10 minutos em 100%). Em seguida, as amostras foram
secadas ao ponto critico, montadas nos stubs para sofrerem o procedimento de
metalizacio em ouro e observagdo em microscépio eletrdnico de varredura da
marca LEO Evo 40 com aplicagdo do software LEOQUIF (Leo User Interface).
Para o procedimento de montagem das pranchas e melhoria das imagens, foi

utilizado o software Photoshop 7.0, com auxilio do CorelDRAW 8.
3.5 Determinacfio de aciicares soliiveis totais

Sementes de Cupania vernalis Camb. foram separadas em amostras

durante o periodo de armazenamento e, posteriormente, congeladas em freezer a

17



uma temperatura de -20°C. As avaliagdes foram efetuadas nos tempos zero
(testemunha), quatro e oito meses. Para a testemunha, foi considerada apenas a
semente nas umidades de 40%; 35% e 30%. Ja nos intervalos de quatro € oito
meses além das umidades, foram considerados também os ambientes de
armazenamento, cimara fria a 10°C e estufa regulada para 25°C.

Os aglicares soliveis totais foram extraidos pela homogeneizagdo
(maceragio) de 100mg de massa fresca da regido do eixo embriondrio em 3mL
de 4gua, seguida de centrifugagdo a 10.000g por 15 minutos a 4°C e coleta do
sobrenadante. O processo foi realizado pdr duas vezes e os sobrenadantes
combinados.

A partir de aliquotas do sobrenadante, foram quantificados agticares

soliiveis totais pelo método da Antrona (Yemm & Willis, 1954).

3.7 Extragiio e quantificacio de proteinas termorresitentes

Foram utilizadas amostras de 10 sementes de Cupania vernalis para
cada tratamento referente aos graus de umidade de, 45%, 40%, 35% e 30%,
maceradas em nitrogénio liquido. O pé obtido foi armazenado em *deep freezer”
a-85°C.

A extrago da fragdo protéica foi realizada, adicionando-se, em 100mg
de tecido embriondrio, 1,0 mL do tampdo de extragdo (S0mM tris-HCI-7,5; 500
mM NaCl; 5 mM MgCly; | mM PMSF), centrifugados por 30 minutos a 4°C,
seguido de incubagao a 80°C, por 15 minutos. Em seguida, os tratamentos foram
liofilizados e ressuspensos em 200pl do tampdo de extragdo.

O extrato obtido foi submetido 2 quantificagio de proteinas totais pelo
método de Bradford (1976). Antes da aplicagdo no gel, os tubos de amostras
contendo extrato mais 10ul de solugdo tampdo da amostra (5mL de glicerol;
2,5mL de solugdo tampdo do gel concentrado; 2,5mg de azul bromofenol e

completado o volume para 25mL de 4gua deionizada), foram colocados em
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banho-maria com dgua em ebuligdo por 3 minutos. Foram aplicados 5ug de
proteina total de cada tratamento em géis de poliacrilamida SDS-PAGE a 12,5%
(gel separador) e 4% (gel concentrador). O padrdo aplicado foi BenchMark™
Protein Ladder (invitrogen). A corrida eletroforética foi realizada a 150V, por
cerca de 3 horas. Apés a migragdo eletroforética, os géis foram corados em
Coomassie Blue a 0,05%, conforme Alfenas et al. (1991), durante 12 horas e

descorados em solugao de 4cido acético 10%.

3.8 Caracterizaciio anatdmica e morfolégica

Para a execugiio desse experimento, plantulas foram obtidas por meio
da germinagio conduzida a uma temperatura de 30°C em cdmara de germinagdo
modelo BOD (Lima Jinior, 2004). Foram consideradas germinadas sementes
que apresentaram Smm de parte aérea e radicula com + Smm de comprimento. A
partir desse ponto, foram considerados 0s seguintes estddios de
desenvolvimento: 1° (logo apés a protrusio = 5 dias); 2° (10 dias apds a
protrusio); 3° (30 dias) e 4° (estddio referente & 60 dias apés a protrusao).
Depois de completados esses estddios de desenvolvimento, ‘as plantulas foram
fixadas em dlcool 70% e submetidas a avaliagdes anatdmicas por meio de segdes
transversais distanciadas a + 2mm do ponto de inser¢do dos cotilédones, obtidas
em cortes 3 mio livre com auxilio de 1dmina de barbear e posterior colora¢do
com safranina e azul de astra, na propor¢io de 5% de safranina com 95% de azul
de astra. Os cotilédones provenientes de material fresco foram submetidos a
cortes transversais, para determinar o tipo de reserva, utilizando-se os seguintes
reagentes, Lugol, para detectar a presenca de amido e Sudam III, para detectar
lipidios (Kraus & Arduim, 1997). Para o estudo histoquimico do tegumento
foram empregados safranina e floroglucinol, em material fresco. Para todos

estudos, seguiu-se montagem de lidminas provisérias e semipermanentes,
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segundo técnicas descritas por Johansen (1940). As observagées foram
realizadas em microscépio Olympus CBB.

O diametro do cilindro vascular e cértex foi avaliado por meio de se¢bes
transversais de ldminas semipermanentes em 5 sementes pos-germinadas, sendo
as medigoes realizadas com uso do microscépio KEN-A-VISION 2100 equipado
com uma ocular micrométrica. As medidas foram realizadas em tr€s campos por
radicula e ou hipocétilo, perfazendo-se um total de 30 medigdes para cada regido
avaliada, em cada estddio de desenvolvimento.

Para o estudo da morfologia das plantulas, foi feita uma repicagem das
plantulas logo depois de ocorrida a germinagio para bandejas pldsticas de 80 x
40 x 20cm sobre bancadas em sala de crescimento, tendo vermiculita como
substrato. Foram retiradas plantulas em diversos estidios de desenvolvimento,
que foram fixadas em dlcool 70% e, posteriormente, fotocopiadas em scaner
para estudo da morfologia.

3.9 Anilise estatistica

O delineamento adotado foi o inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 3 x 2 x 2 (trés graus de umidade, 40%, 35% e 30%, com duas condigdes
de armazenamento, 10°C e 25 °C, dois periodos de armazenamento, 120 e 240
dias), mais trés tratamentos adicionais, constituindo a testemunha na época de
avaliagio (0), perfazendo, 40%, 35%, e 30% de umidade, com quatro repeti¢des.
Na andlise estatistica, os dados foram transformados em arco seno raiz quadrada
de x/100. Na comparagio das médias, foi utilizado o software SISVAR,
aplicando-se regressdo e teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Aspectos da germinagfio e ultra-estruturais em sementes de Cupania
vernalis camb. submetidas a testes de tolerancia a dessecacgio

As sementes de Cupania vernalis apresentaram grau de umidade inicial
de 46%, com conseqiientes respostas 2 perda de dgua durante a dessecacdo,
caracterizando alguns pontos distintos de forma significativa entre 0s
tratamentos, os quais podem ser observados na Figura 1. A reduciio no grau de
umidade de 45% até 30% nio afetou o desempenho fisiolégico das sementes de
forma significativa, porém, abaixo de 30% de umidade, danos a dessecag¢do
reduziram o percentual final de germinagdo. Quando o grau de umidade foi
reduzido abaixo de 11,5%, ndo houve mais germinagdo. Lima Junior (2004)
observou para e;sta espécie que 30% € o grau de umidade no qual é possivel
verificar uma reducio acentuada no percentual de germinagdo, afetando
negativamente a germinagdo dessas sementes e caracterizando o grau de
umidade critico. Porém, as avaliagSes observadas na Figura 3B revelaram danos
de secagem a um grau de umidade de 35%, quando ainda ndo se observava
redugio na germinagio. Resultados semelhantes foram observados por Lima
Junior (2004).

Os danos causados pela secagem das sementes podem ser observados na
Figura 3B, evidenciados pela desorganizagdo do vactolo, que se apresenta de
forma dilacerada. Paralelamente, observou-se que as sementes ndo toleram a
dessecagdo a valores iguais ou inferiores a 11,5% de dgua, embora os danos
observados para esses niveis ja sejam irrepardveis, em fungdo da forte evidéncia

de dilaceragdio de membrana e parede celular (figura 3D).
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FIGURA 1. Efeito da secagem no percentual de germinagio de sementes de

Cupania vernalis submetidas ao teste de tolerdncia a dessecagdo.

UFLA, Lavras, MG, 2005.

Lima Jdnior (2004), trabalhando com sementes de Cupania vernalis,
verificou que as sementes, quando desidratadas em estufa sem circulagio de ar,
atingiram menores médias de umidade quando comparadas as sementes secas
em condi¢bes de temperatura ambiente, durante todo periodo de secagem,
perdendo a viabilidade aos 33 dias de secagem e atingindo um grau de umidade
de 18%. Isso mostra que a taxa de secagem afeta a porcentagem de germinagao,
sendo mais favordvel a secagem répida.

Resultados semelhantes foram encontrados quando utilizada o uso de
estufa regulada para 35°C com circulagdo de ar (Figura 2). Provavelmente, a
perda de umidade de forma lenta pela semente se deve 2 estrutura do tegumento
que possui uma camada de células em forma de palicada com caracteristicas
hidrofébicas (Figura 10).

Estudando o efeito da secagem controlada em sementes de Eugenia
involucrata, de 57% até 13% umidade, Maluf et al. (2003) concluiram que a
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velocidade de secagem nio altera a sensibilidade dos didsporos (semente mais
endocarpo) a dessecagdo. Porém, a redugdo do grau de umidade péra niveis
inferiores a 51% prejudica a capacidade germinativa € o potencial de
armazenamento.

Resultados divulgados pela FAO (1993) revelaram que descobertas
relacionadas ao grau critico de umidade $30 prioridade nas pesquisas sobre
conservagio de sementes. Ele pode ser obtido através da elaboragdo de curvas de
desidratagdo confrontadas com curvas de viabilidade, objetivando determinar o
grau de umidade ideal para a manutengio de viabilidade das sementes durante o
armazenamento.

Sementes de Cupania vernalis apresentam grau critico de umidade
préximo de 30%, permitindo, nessa faixa, uma melthor utilizagdo para posterior
conserva¢do em armazenamento (Figura 2). Carvalho (2000) classificou essa
espécie como recalcitrante, mediante o uso de um protocolo associando taxa de
secagem com baixas tempe}aturas de armazenamento, sendo a dessecagdo-feita
em sala climatizada a 20°C com 60% de umidade relativa e posterior
armazenamento por 5°C e ()18 °C, durante 90 dias.

A redugdo da germinacgio das sementes secadas a 20% provavelmente
ocorreu em fungdo dos danos ao sistema de membranas das células e ou ao
citoesqueleto do eixo embriondrio por ocasidio da secagem, de forma que as
paredes das células apresentam algumas irregularidades com o contetido celular

compacto (Figura 3C).
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FIGURA 2. Relagio entre porcentagem de germinagio e grau de umidade com
o periodo de secagem das sementes. UFLA, Lavras, MG, 2005.

Por meio das organizagdes celulares do eixo embriona’.riéo, é possivel
verificar a viabilidade da semente, pois consiste de pontos iniciais para a
translocagdo de sinalizadores ou mensageiros quimicos para o endosperma € ou
cotilédones para que ocorram a degradagio e a mobilizacdo de suas reservas
que, no final, ird culminar com a protrusao radicular. Comparando-se 0s
resultados da Figura 3 com os dados do gréfico da Figura 1, quando o grau de
umidade foi reduzido para niveis de 25% de umidade, observa-se que houve
uma redugio no percentual de germinagdo de aproximadamente 55%. Esse
decréscimo no percentual é devido 2 natureza de recalcitrincia da espécie, ndo
tolerando a perda de 4gua. Para sementes de espécies recalcitrantes, o mais
comum € o surgimento da ruptura de membranas e coalescéncia de corpos
protéicos (Branddo Jdnior, 2002). Nas Figuras 3C e 3D, observa-se uma

desorganizagdo celular caracteristica de perda da integridade de membranas.
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FIGURA 3. Fotomicrografias obtidas com aplicagdo de microscopia eletronica
de varredura. LEO Evo 40, software LEOQUIF (Leo User Interface).
A representa 45%, B 35%, C 25% e D 15% de umidade na semente.
LME do Departamento de Fitopatologia, julho, 2005. Barra: 10pm.
UFLA, Lavras, MG, 2005.

Nas Figuras 3B e 3D estdo representadas estruturas contrastantes. Na
semente com 35% de umidade € possivel observar a presenca do niicleo e
vactiolo com inicio de aparente desorganiza¢do. Na Figura 3D, com 15% de
umidade, observa-se o inicio da formacéo de cristais nos espacos intercelulares e
um desarranjo de toda a estrutura do eixo embriondrio. Essas observagdes sao
condizentes com a Iiteratura..conforme resultados encontrados por Brandio
Junior (2000) em sementes de Coffea ardbica e Coffea canephora submetidas a
testes de tolerdncia a dessecacdo.

Esses resultados demonstram que a espécie Cupania vernalis apresenta

danos com a secagem e que demonstra comportamento recalcitrante,



apresentando respostas condizentes com as encontradas na literatura. Contudo,
ainda necessita de uma investigagio mais detalhada para a identificacio de
estruturas resultantes de estresses causados em fungdo da perda de dgua do

tecido embriondrio.

4.2 Germinaciio e aspectos ultra-estruturais de sementes de Cupania
vernalis Camb. submetidas ao armazenamento

O grau de umidade das sementes permaneceu sem alteragbes
significativas durante todo o periodo de armazenamento. Esses resultados
refletem na eficiéncia da embalagem de saco pléstico na manutengdo do grau de
umidade, independente do ambiente de armazenamento (Tabela 1).

Lima Jdnior (2004), trabalhando com o armazenamento de Cupania
vernalis em cimara fria e embaladas em sacos pldstico, constatou, ao final de
120 dias de armazenamento, uma reducdo do grau de umidade de 46% para
40%.

TABELA 1. Grau de umidade (%) de sementes de Cupania vernalis Camb.,
durante o armazenamento. UFLA, Lavras, MG, 2005.

Temperatura Periodo de armazenamento (dias)
0 120 240
25°C 40 40 35
35 34 30
30 30 28
10°C 40 40 40
35 35 32
30 30 30

Durante todo periodo de armazenamento, maior porcentagem de

germinagdo foi obtida com as sementes de Cupania vernalis armazenadas em
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cidmara fria a 10°C (Tabela 2, Figura 4). Os dados da Tabela 2 revelam que a
umidade de 40%, pré-definida para o armazenamento associado ‘2 baixa
temperatura, apresenta uma maior porcentagem de germinagdo, comparando os
niveis de umidade para cada ambiente de armazenamento, sendo essa a melhor
umidade indicada para o armazenamento.

Ferreira e Gentil (2003), estudando graus umidade relacionados com
ambiente de armazenamento em sementes de camu-camu, definiram que o ideal
é o armazenamento com grau de umidade elevado (préximo a 46%) e,
preferencialmente, sob temperatura de 20 °C, para manter a viabilidade e o vigor
pelo periodo de 150 dias. O mesmo comportamento € observado para sementes
de Cupania vernalis, no periodo compreendido entre 120 e 240 dias, com as
sementes a 40% de umidade, porém, com a temperatura de armazenamento de
10°C.

O armazenamento de sementes sob baixas temperaturas é benéfico para
virias espécies; algumas vezes é essencial, porém, pode ser prejudicial a outras
(Roberts, 1973; Andrade et al., 1997).
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FIGURA 4. Valores médios de porcentagem de germinagio de sementes de
Cupania vernalis dentro de cada época de avaliagdo durante 4 meses
(120 dias) e 8 meses (240 dias) de armazenamento a 10°C e 25°C.
UFLA, Lavras, MG, 2005.

Para as sementes armazenadas a 25°C houve uma queda acentuada na
germinagdo. Essa queda ocorreu em fungdo da temperatura de armazenamento
ser préxima 2 temperatura 6tima de germinagdo para essa espécie, ocasionando a
germinagio dentro da embalagem (Figura 3). Lima Jdnior (2004) obteve
melhores resultados de germinagdo em temperaturas entre 25°C e 35°C.

Em geral, o‘ armazenamento de sementes com graus de umidade’ mais
elevados & favorecido pela adogdo de temperaturas inferiores 2 do ambiente de
produgdo (Barbedo, 1997). A elevagdo da temperatura, nesses casos, pode
acelerar a deterioragdo (Harrington, 1972; Roberts, 1972).
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TABELA 2. Compara¢io de médias de germinagdo dos niveis de umidade
dentro dos niveis do fator temperatura durante o armazenamento.
Letras maitisculas nas colunas e minusculas nas linhas. dentro de cada
fator. n3o diferem significativamente entre si. pelo teste de Tukey. a
5% de probabilidade. UFLA, Lavras, MG, 2005.

Umidade
30% 35% 40%
Temperatura
10°C 36 aA 68 bA 86 bA
25°C 14 aB 15aB ' 50 bB

Comparando-se os tratamentos adicionais em formas de contrastes com
o esquema fatorial, observa-se que existem diferencas significativas para os trés
adicionais e, comparando-se os tratamentos adicionais com as melhores médias
observadas durante © armazenamento, encontrou-se que, 0s tratamentos
correspondentes aos graus de umidade de 40% armazenados por 120 dias a 10°C
e 25°C ndo apresentaram diferencas significativas em comparagdo com o0s
adicionais. Ja4 para a condigio de 40% de umidade aos 240 dias de
armazenamento a 10°C, foram observadas diferencas significativas, sendo sua
média inferior ao tratamento adicional correspondente ao grau de umidade de
40%.

A redug@o do grau de umidade de 40% para 30% afetou negativamente a
viabilidade e o vigor das sementes armazenadas, causando uma redugdo da
velocidade de emergéncia das plantulas (Tabela 3). Os resultados demonstraram
diferencas significativas quanto aos fatores épocas de avaliagdo e temperaturas
de armazenamento. Para o fator época, o melhor IVE foi observado aos 120 dias
de armazenamento e a melhor temperatura foi de 10°C. O IVE mede a qualidade

de um lote de sementes, de forma que, quanto maior seu valor, pode-se
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considerar melhor vigor para as sementes. Resultados semelhantes foram
encontrados por Maluf et al. (2003), trabalhando com a espécie Eugenia
involucrata, segundo os quais, a redugo do grau de umidade a niveis de 53%
permitiu a conservagio dos didsporos por até 180 dias, sob condigtes de cimara

fria e e embalagens plasticas.

TABELA 3. IVE em sementes de Cupania vernalis Camb. variando o grau de
umidade durante o armazenamento. Médias seguidas da mesma letra
na coluna ndo diferem signifii:ativameme entre si pelo teste de
Tukey, a de 5% de probabilidade. UFLA, Lavras, MG, 2005.

Grau de umidade (%) Médias
40 2,042
35 1,14b
30 0,64 b

Semelhante 2 germinagdio, para o IVE foram observadas diferencas
significativas dos contrastes entre 0s tratamentos adicionais com o esquema
fatorial. A condi¢do de armazenamento em que as sementes tinham 40% de
umidade a 10°C durante 120 dias foi superior ao tratamento adicional
correspondente ao grau de umidade de 30%. Isso se deve, possivelmente, a uma
melhor uniformidade do lote das sementes armazenadas. O tratamento adicional
com grau de umidade de 35% apresentou um IVE superior ao tratamento em que
as sementes foram submetias a 35% de umidade em 10°C por 240 dias de

armazenamento.
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FIGURA 5: Germinacdo de sementes de Cupania vernalis' Camb. durante o
armazenamento em diferentes temperaturas nas diferente épocas. A
e C- representam sementes com 30% de umidade ao final de 120 e
240 dias de armazenamento a 10°C e 25°C; B e D- sementes
armazenadas com 40% de umidade ao final de 240 dias de
armazenamento, B: 25°C e D: 10°C, UFLA, Lavras, MG, 2005.

Outra causa que levou a queda de germinagdo e conseqiiente redugio do
IVE foi a presenga de microrganismos durante o armazenamento. O grau de
umidade e a temperatura sdo definidos como fundamentais no estabelecimento
de fungos durante o armazenamento de sementes (Christensen, 1972).
Penicillium sp e Aspergillus sp desenvolvem-se em graus de umidade entre 10%
a 20% (Harrington, 1972).

Com o decorrer do periodo de armazenamento, observou-se um aumento
expressivo de ataque desses microrganismos, caracterizando uma das principais
causas da deterioragdo dessas sementes. Apds os 120 dias de armazenamento, o

ataque de Alternaria e Aspergillus foi maior para as sementes com graus de
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umidade de 35% e 30% nos dois ambientes de armazenamento (Figura 6). Foi
observada, uma ocorréncia maior de esporos de Aspergillus em sementes com
grau de umidade de 40%. No entanto, ndo foi constatado dano severo na
porcentagem final de armazenamento em fungao desse ataque.

A reducido do grau de umidade de 45% para 40% favorece a conservagio
de sementes de Cupania vernalis mantendo a viabilidade durante o
armazenamento. Porém, essa alta umidade tende a aumentar a infestagiio desses

patégenos.

FIGURA 6: Representagio do ataque de microrganismos, durante o
armazenamento, em sementes de Cupania vernalis em
ambientes de 10°C e 25°C. (A e C- Alternaria sp. B e D-
esporos de Aspergillus sp.). UFLA, Lavras, MG, 2005.
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Os resultados referentes 2 ultra-estrutura revelaram que, aos 120 dias d€
armazenamento, houve uma tendéncia de formagao de grandes dreas vacuolares
(Figura 7B), sendo essas estruturas identificadas com maior exatiddo aos 240
dias de armazenamento (Figura 8, setas). A formagdo desses vacuolos serve
como escape para a manutencdo da integridade do conteido celular. O que
geralmente nfio é percebido € a importincia do vactiolo como centro de retorno
intracelular. Em situacdes de estresse, a vacuolizagdo ou aumento da atividade
de vactiolos pré-existentes servem para remover organelas deterioradas ou
material redundante que possivelmente esteja no citoplasma (Berjak &
Pammenter, 2000).

A remocdo de dgua durante o armazenamento ocasiona a deterioragao
das membranas celulares em funcdo do estresse. Berjak & Pammenter (2000)
deram inicio a trabalhos com a espécie Avicennia marina projetando para
averiguar efeitos em situacdes de variagdo nas perdas de propor¢des de dgua. Os
primeiros resultados observados foram de que a remoc¢do de 29% do .total
original de dgua presente resultou na deterioracio de muitas sementes e, na
situagiio de perda de dgua de 35% ou mais, houve deterioragdo por completa
(morte letal). A andlise ultra-estrutural do primérdio radicular ao contetido
original de dgua apresentou células compactas, com pequenos vacuolos. O
mesmo comportamento pode ser observado no eixo embriondrio das sementes de
Cupania vernalis, porém, nao com perdas significativas no conteido de dgua.

Na ocasido é considerada também a possibilidade de um estresse de
desidratagdo que ativa uma excitacdo no metabolismo. Esse estresse moderado €
confirmado na ativagdo do metabolismo de eixos embriondrios de sementes
recalcitrantes e esta excita¢do parece ser correlacionada com a germinagdo, fato
que ocorreu nas sementes durante o armazenamento. Resultados semelhantes
foram confirmados, por meio das indica¢Ges ultra-estruturais e bioquimicas, por

Berjak & Pammenter (2000).
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FIGURA 7. Fotomicrografias obtidas com aplica¢o de microscopia eletronica
de varredura. LEO Evo 40, software LEOQUIF (Leo User
Interface) aos 120 dias de armazenamento. Ambas com 40% de

umidade, A refere-se a 10°C e B 25°C. UFLA, Lavras, MG, 2005.

Pelos resultados apresentados relacionados  ultra-estrutura de sementes
de Cupania vernalis, é possivel observar que 0 metabolismo continua ativo
durante situacdes de armazenamento em condicGes em que sio mantidos 0s
contetdos de umidade elevados. Com isso, essas sementes ficam crescentemente
sensiveis a4 dessecacdo, em funcdo de mudangas na germinacdo. Essas
observacdes sio apresentadas pelas fortes evidéncias de sinais da divisao celular
(Figura 8/40% umidade 10°C).

O fato dessas sementes nio tolerarem a desidratagio as classifica como
recalcitrantes, constituindo um dos maiores impasses para o armazenamento das
mesmas, pois, na maioria das condigoes as quais s3o submetidas acaba
ocorrendo a germinagdo. A conclusdo final reflete na impossibilidade de
armazen.amento dessa categoria de sementes em longo prazo, que nao permite
perda de dgua, pois, na condi¢do hidratada, € alcangada a condi¢do fisioldgica

para divisao celular e conseqiiente germinagao.
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FIGURA 8: Fotomicrografias obtidas com aplicacdo de microscopia eletronica
de varredura. LEO Evo 40, software LEOQUIF (Leo User Interface)
aos 240 dias de armazenamento (Figuras A, C e E, correspondem a
40%, 35%, 30% de umidade armazenadas a 10°C), (Figuras B, D e
F, referem-se a 40%, 35% e 30% de umidade armazenadas a 25°C).
Setas indicam sinais de divisdo celular e formac¢do de vacuolos.
UFLA, Lavras, MG, 2005.




de comportamentos semelhantes com relagdo a diferengas nos teores de agucares

soluveis totais (Pontes et al., 2002).

4.4 Proteinas termorresistentes

As expressbes de proteinas termorresistentes em extratos protéicos
obtidos de sementes de Cupania vernalis submetidas & secagem com redugido do
grau de umidade de 45% para 30% encontram-se na Figura 9. As proteinas
observadas apresentam pesos moleculares entre 10, 25 e 60kDa. Essas
observagdes sugerem que O estresse causado pela redugdo do grau de umidade

pode estar associado & indugdo de proteinas resistentes ao calor, heat shock

proteins (HSP).
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FIGURA 9. Padrio eletroforético de proteinas termotolerantes extraidas de
eixos embriondrios de sementes de Cupania vernalis Camb.
durante a dessecagdo (P, proteina padrdo). UFLA, Lavras, MG,
2005.
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Para os tratamentos com graus de umidade de 40% e 35% nao foi
observada a expressdo de proteinas com pesos moleculares entre 10 e 25kDa. No
entanto, apés o choque térmico a 80°C e posterior quantificagdo pelo método de
Bradford (1976), foram observadas quantias expressivas de proteinas
semelhantes aos demais tratamentos, que, possivelmente, estdo relacionadas ao
grupo das HSPs.

Segundo Vertucci & Farrant (1995), as HSP tém sido relatadas como
funcionais na preservagdo e reparo de estruturas macromoleculares durante a
desidrataciio ou reidratacdo, respectivamente.

Salom3o et al. (2002) classificaram as HSP como pertencentes a familia
do segundo grupo de genes relacionadas 2 termotolerdncia. Tanto essas proteinas
como as do grupo das LEAs possuem caracteristicas hidrofilicas, sdo resistentes
a desidratagdo, estdveis, soliiveis a altas temperaturas, ndo possuindo, no
entanto, um estado termodindmico preferencial. Devido a essas propriedades,
tem sido sugerida a fungdo de osmo-protetoras, ou reparadoras de danos
causados pela desidratagdo.

Os resultados observados pelo padrio eletroforético reforcam a
possibilidade de que sementes de Cupania vernalis possuem quantias
expressivas de macromoléculas capazes de garantir a desidratagdo parcial das
sementes, sem contudo, causar danos letais. Porém, a habilidade de expressar ou
nao HSPs, ou proteinas semelhantes as LEAs e dehidrinas, ndo pode ser tomada

como um indicativo de tolerdncia ou ndo a desidratagéo (Blackman et al., 1991).
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4.5 Caracteristicas morfolégicas e anatdmicas de sementes e plintulas de

Cupania vernalis Camb.

4.5.1 Caracteristicas anatdmicas da semente

Sementes de Cupania vernalis possuem tegumento resistente que
confere uma barreira 2 pronta germinago. Anatomicamente, O tegumento
apresenta duas diferentes camadas, evidenciando diferentes grupos celulares: o
primeiro, constituido de células estreitas e longas em palicada, sendo facilmente
visivel (Figura 10B, seta superior); 0 segundo grupo é fomﬁdo por células de
formato irregular, com paredes espessas, constituido de vérios estratos; jd o
terceiro grupo de células é caracterizado por uma pelicula (Figura 10B, seté
inferior).

Lima Jinior (2004), investigando a incapacidade de sementes de
Cupania vernalis em absorver dgua, concluiu que sementes com 2 pres;enga do
tegumento apresentavam uma redugo a embebigdo. Além da baixa capacidade
de embebigio, o tegumento foi caracterizado como responsivel pelo
impedimento da protrusio radicular.

Segundo Popinigis (1985), a embebigo e as trocas gasosas de sementes
com tegumento impermeével a dgua sdo impedidas devido 2 presenga de uma
camada de células paligadicas com paredes espessas e recobertas por substincias
hidréfobas. Essas substancias podem ser observadas nas estruturas do endocarpo
de sementes de Cupania vernalis (Figura 10A e 10B). Estes resultados foram
confirmados por meio de testes histoquimicos com floroglucinol, sudan III e
safranina 1%.

O tegumento dessas sementes possui uma cavidade onde € projetado o
eixo embriondrio (Figura 10A, setas), de forma que, quando ocorre a embebigdo,
pode ocorrer facilidade de ruptura nessa regido. Essa estratégia pode ser

observada, por meio das caracteristicas apresentadas pelas células que sio



projetadas na regido posterior ao eixo, sendo essas de natureza celuldsica
apresentada pela coloragdo com azul de astra (Figura 10A). O cotilédone
apresenta células volumosas, com seus contetidos ocupados por uma imensa
massa de granulos de amido (Figura 10C), apresentando ser uma espécie
amilécea. Foi observada a presenga de lipidios, somente nas células da epiderme
dos cotilédones (Figura 10D).

Esses aspectos mencionados refletem no processo de conservagio das
sementes ¢ propagacdo sexuada de uma determinada espécie, que depende de
informagbes relacionadas as caracteristicas estruturais provindas do

desenvolvimento de tecidos.

FIGURA 10. Segdes transversais de sementes de Cupania vernalis Camb. (A e
B representando tegumento); (C e D: cotilédone). UFLA, Lavras,
MG, 2005.
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Para muitas espécies tropicais, a germinagio ocorre logo ap6s a
completa maturacdo e conseqiiente dispersdo das sementes (Alexandre, 1980),
enquanto que, para outras espécies, as sementes permanecem dormentes por
muitos anos (Carpenter et al., 1993). Sementes de Cupania vernalis possuem a
capacidade de germinar logo apds a dispers3o, porém, deve ser desprovida do
tegumento (Figura 10A; 10B). Essas sementes apresentam um comportamento
semelhante 2 dorméncia priméria, gerada durante o desenvolvimento, na fase de
histodiferenciagdo de forma que, quando exégena, € causada pela presenga de
tecido tegumentar ou endosperma, que estio ao redor do embriio (Popinigis,
1985).

4.5.2 Morfologia da germinagiio

A germinagcdo das sementes de Cupania vernalis € hipbgea, com
emergéncia vertical ereta. Os eventos da germinagdo podem ser observados na
Figura 11. A embebigdo sé foi possivel através da remogdo do tegumento. Esse
tipo de barreira constitui um sério problema que afeta a germinagdo e a
homogeneidade das plantulas, relacionado ao tempo de formagdo das mudas.

A germinagdo € iniciada com a hidratacdo dos cotilédones e eixo
embriondrio. A protrusdo ocorre apds o quinto dia de embebigdo. Inicialmente, a
raiz primiria apresenta-se conica, glabra, curva de cor amarelada e, 3 medida
que ocorrem o alongamento e a diferenciagdo celular, adquire cor marrom-
acinzentada com a presenca de tricomas radiculares (Figura 11).

O hipocétilo € cilindrico, espesso, longo e de coloragio marrom. Os
cotilédones, inicialmente, sdo de cor amarelo-claro, de forma que A medida que
vai ocorrendo a formacdo da plantula, tornam-se de cor creme.

A plantula apresenta sistema radicular pivotante com raiz priméria axial,
sublenhosa, mais espessa na base e afilada no édpice; coifa cilindrica, castanho

escuro, rafzes secunddrias curtas, com algumas ramificagSes (Figura 11). As
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plantulas de Cupania vernalis possuem sistema radicular axial e ramificam-se
secundariamente 20 dias apds a germinagdo. O colo, ou coleto, € visivel pela
diferenca de cor entre o hipocétilo clorofilado € a raiz aclorofilada e leve
constri¢do entre estes 6rgaos. O hipocétilo € curto e glabro; os cotilédones sdo
de coloragiio esverdeada e espessos, de forma curta ¢ peciolados concavo-
convexos com formato ovado a oblongo; o epicétilo € pouco desenvolvido de
forma clorofilada. O primeiro par de foliolos completamente expandidos foi

observado aos noventa dias ap6s a germinagdo, com filotaxia alterno-helicidal.

It
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FIGURA 11. Representagio esquemitica dos estidios iniciais da germinagdo
de sementes de Cupania vernalis Camb até o estidio de
plantula. UFLA, Lavras, MG, 2005.

4.5.3 Caracteristicas anatdmicas das plantulas nos diferentes estidios de
desenvolvimento
Por meio de estudos da anatomia e reconhecimento das estruturas

internas das plantulas, foi possivel identificar o estado de normalidade das
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mesmas. A presenga ou auséncia de determinadas estruturas permitem inferir
sobre o status do desenvolvimento vegetal.

A literatura botanica brasileira registra trabalhos de morfologia de
plantulas de espécies de mata (Silva, 2001), mas n3o estudos de anatomia, 0 que
dificulta, eventualmente, a compreensao de todo o processo de desenvolvimento
estrutural, fisiolégico e ecolégico de plantas florestais nos seus estadios iniciais.

Nos graficos das Figuras 12 ¢ 13 encontram-se dados que representam a
evolugio do padrio de desenvolvimento, aparentemente, de crescimento normal
de plantulas de Cupania vernalis, de forma (:|ue ¢é observada uma constante tanto
para a descrigdo do caule quanto das avaliagdes efetuadas no sistema radicular.
Observa-se que, 3 medida em que ocorre um leve aumento na espessura do feixe
vascular, ocorre também um aumento na espessura do cortex, porém, de forma
ndo significativa. Logo apés a protrusdo, o feixe vascular apresenta umﬁ
espessura proxima de 50pm e, a0 final de 60 dias (4° estddio), aproximadamente
70um. Esses resultados permitem garantir a integridade da plantula, sendo essa a
maior preocupagio depois de ocorrida a germinagao. De maneira semelhante,
Melo et al. (2004) afirmam que estudos relacionando tanto a morfologia externa
como interna, vém auxiliar na identificacio botdnica da espécie, seja ma
interpretagdo dos testes de laboratdrio ou no reconhecimento dessas espécies em

bancos de sementes durante a fase de plintula em formagdes florestais.
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FIGURA 12. Espessura do cértex e feixe vascular do caule de pldntulas de
Cupania vernalis Camb nos diferentes estddios de
desenvolvimento. UFLA, Lavras, MG, 2005.
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FIGURA 13. Espessura do cértex e didgmetro do cilindro vascular de raizes de
plantulas de Cupania vernalis Camb nos diferentes estidios de

desenvolvimento. UFLA, Lavras, MG, 2005.

Durante o desenvolvimento do caule € raiz, ocorre também a deposicio
de lignina e formagdo de anéis esclerénquimaticos no caule, formando barreiras
ao enraizamento, ji na fase jovem. Essa caracteristica impede que a espécie
venha a ser propagada de forma assexuada por estaquia (Figura 14). Para o
sistema radicular, o aumento na espessura do cortex ocorre em fungdo de
divisdes periclinais e do aumento radial dessas células. Esse crescimento é
limitado, sendo que, ao final do desenvolvimento primério e inicio do
desenvolvimento secundério, a camada mais interna ¢ caracterizada. pela
endoderme, com presenga de estrias de Caspary (Figura 15). Aos 60 dias ap6s a
germinagio, notou-se a presenga de raizes secunddrias com um alto grau de

deposigio de lignina, demonstrando uma caracteristica tipica de lenhosas nativas

(Figura 15D).
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FIGURA 14. Fotomicrografias da segdo transversal do caule de Cupania

vernalisCamb.; A: protrusdo e B: 10; C: 30 e D 60 dias apds a
germinacdo. Barra = 80pm. (A)- seta indicando o inicio de
formagdo dos feixes vasculares; (B)- inicio de formagdo do anel
esclerenquimatico; (C)- Anel esclerenquimético com alguns
espagamentos e (D) com forma¢do continua do anel

esclerenquimatico. UFLA, Lavras, MG, 2005.
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FIGURA 15. Fotomicrografias da se¢do transversal de raizes de Cupania
vernalis Camb.; A: protrusdo e B: 10; C: 30 e D 60 dias apos a
germinacgdo. Barra: 200pum. UFLA, Lavras, MG, 2005.
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5 CONCLUSOES

A redugio do grau de umidade de 45% para 35% ndo afeta o

desempenho fisiolégico de sementes de Cupania vernalis Camb.

Sementes de Cupania vernalis Camb apresentam grau de umidade

critico de 30% e grau de umidade letal de 11,5%.

O grau de umidade de 40% prédefinido para o armazenamento,
associado i baixa temperatura de armazenamento a 10 °C, confere melhor

conservagao as sementes.

O ambiente de armazenamento de 25°C proporcionou aumento de
translocagio de carboidratos para o eixo embriondrio, demonstrando néo ser

uma condigio ideal para conservagao.

Foi observada a expressio de proteinas termorresistentes (HSP) em

resposta a desidratagao.

As sementes de Cupania vernalis Camb sdo revestidas por um

tegumento com presenga de lignina.

Aos 60 dias apés a germinagao é possivel observar a presenga continua

de anéis esclerenquiméticos no cauliculo.
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ANEXOS
TABELA A - Anilise de varidncia para germinagdo durante o armazenamento.

TABELA Al - Andlise de variancia para o desdobramento dos niveis de

umidade dentro dos niveis do fator temperatura durante 0 armazenamento.

TABELA A2 - Anidlise de variincia para os contrastes dos tratamentos
adicionais com as melhores médias de germinagdo. Adicional 1 (40% de
umidade no tempo 0); Adicional 2 (35% de umidade no iempo 0); Adicional 3
(30% de umidade no tempo 0).

TABELA B - Andlise de variancia para IVE durante o armazenamento.

TABELA Bl - Anilise de varidncia para os contrastes dos tratamentos
adicionais com as melhores médias de IVG. Adicional 1 (40% de umidade no
tempo 0); Adicional 2 (35% de umidade no tempo 0); Adicional 3 (30% de

umidade no tempo 0).

TABELA C - Anilise de varidncia para os teores de agiicares soliiveis totais

encontrados durante 0 armazenamento.

TABELA C1 - Andlise de varidncia para o desdobramento dos niveis de

umidade fixado época e temperatura no periodo de armazenamento.

TABELA C2 - Anidlise de varidncia para os contrastes dos tratamentos

adicionais com as melhores médias de teores de agicares soliiveis totais.
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Adicional 1 (40% de umidade no tempo 0); Adicional 2 (35% de umidade no
tempo 0); Adicional 3 (30% de umidade no tempo 0).

TABELA A- Anilise de varidncia para germinagdo durante 0 armazenamento.

FV GL _ SQ QM F Pr>Fc
Umidade 2 216600  10830,0 34,388 0,000
Epoca 1 5084,1 5084,1 16,143 0,000
Temperatura 1 11844,1  11844,1 37,608 0,000
Ad1 vs Fatorial 1 657440 . 657440 20,875 0,000
Ad2 vs Fatorial 1 624297 624297 19,823 0,000
Ad3 vs Fatorial 1 364583 364583 8,859 0,004
Um*Epoca 2 823,0 4115 1,306 0,289
Um*temperatura 2 2813,0 1406,5 4,466 0,017
Epoca*temperatura | 520,1 520,1 1,651 0,205
Um*ep*temp 2 198,0 99,0 0314 0,578
Erro 45 14172 314,93

Total 59 76260

Tabela Al- Andlise de varidncia para o desdobramento dos niveis de umidade
dentro dos niveis do fator temperatura.

FV GL SQ QM F Pr>Fc
Um/10°C 2 10081,33  5040,66 16,005 0,0000
Um/25°C 2 14391,75  7195,87 22,849 0,0000
Residuo 45 14172,50 314,93




TABELA A2 . Anilise de varidncia para os contrastes dos tratamentos
adicionais com as melhores médias de germinagio. ‘Adicional 1 (40% de
umidade no tempo 0); Adicional 2 (35% de umidade no tempo 0); Adicional 3
(30% de umidade no tempo 0).

FV. GL. oM Fc Pr>Fc
Contraste 1 1 8,00 0,025 0,8741
Contraste 2 1 2,00 0,006 0,9368
Contraste 3 1 128,00 0,406 0,5270
Contraste 4 1 300,125 0,953 0,3342
Contraste 5 1 253,125 0,804 0,3747
Contraste 6 1 10,125 0,032 0,8585
Contraste 7 1 12168,00 38,638 0,8000
Contraste 8 1 578,00 1,835 0,1823
Contraste 9 I 128,00 0,406 0,5270

Residuo 45 314,92 )

1= adl vs tratl:2= ad2 vs trat]l; 3= ad3 vs tratl; 4= adl vs trat2; 5= ad2 vs trat2;
6= ad3 vs trat2; 7= adl vs trat3; 8= ad2 vs trat3; 9= ad3 vs trat3.

Observagao:

Tratamento 1 (40% de umidade aos 120 dias de armazenamento a 10 °C);
Tratamento 2 (40% de umidade aos 120 dias de armazenamento a 25 °C) e
Tratamento 3 (40% de umidade aos 240 dias de armazenamento a 10 °C).
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TABELA B-Anilise de variincia para IVE, durante o armazenamento.

FV GL SQ QM F Pr>Fc
Umidade 2 16,2604  8,1302 31,983 0,000
Epoca 1 1,5052 1,5052 5,921 0,018
Temperatura 1 14,8519 14,8519 58,426 0,000
Ad] vs Fatorial 1 341508  3,41508 13,434 0,000
Ad2 vs Fatorial 1 8,0164 8,0164 31,537 0,001
Ad3 vs Fatorial 1 1,148 1,148 4,516 0,039
Um*Epoca 2 06529 03265 . 1,284 0,286
Um*temperatura 2 1,0138 0,5069 1,994 - 0,148
Epoca*temperatura 1 0,1102 0,1102 0,433 0,513
Um*ep*temp 2 0,2529 0,1265 0,497 0,611
Erro 45 11,442 0.2542

Total 59 60,469
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TABELA B1. Anilise de varidncia para os contrastes dos tratamentos adicionais
com as melhores médias de IVG. Adicional 1 (40% de umidade no tempo 0);
Adicional 2 (35% de umidade no tempo 0); Adicional 3 (30% de umidade no
tempo 0).

FV GL oM Fc Pr>Fc
i 0.361250 1.4211 0,239

Contraste 1
Contraste 2 1 0.005000 0,0196 0,889
Contraste 3 1 1.280000 5,0354 0,0297
Contraste 4 1 0.026450 0,1045 0,7479
Contraste 5 1 0.696200 2,724 0,7479
Contraste 6 1 0.135200 0,531 0,469
Contraste 7 1 0.266450 1,048 0,311
Contraste 8 1 1.411200 5,551 0,0228
Contraste 9 1 0.000200 7,867
Residuo 45 0.2542

1=adl vs tratl; 2= ad2 vs trat]; 3= ad3 vs tratl; 4= adl vs trat2; 5= ad2 vs trat2;
6= ad3 vs trat2; 7= adl vs trat3; 8= ad2 vs trat3; 9= ad3 vs trat3.

Observagio:
Tratamento 1 (40% de umidade aos 120 dias de armazenamento a 10 °C);

Tratamento 2 (40% de umidade aos 240 dias de armazenamento a 10 °C) e
Tratamento 3 (35% de umidade aos 240 dias de armazenamento a 10 °C).
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Tabela C - Anilise de variincia para o desdobramento dos niveis de umidade
fixados época e temperatura, no periodo de armazenamento.

FV GL __ SQ QM F Pr>Fc
Umidade 2 7251 3625 5,027 0,0213
Epoca i 34 34 0,047 0.954
Temperatura 1 32204 32204 44,665 0.000
Adl vs Fatorial 1 16906,88 16906,88 23,449 0,000
Ad2 vs Fatorial | 516496 516496 7,163 00172
Ad3 vs Fatorial 1. 853607 853607 11,839 0003
Um*Epoca 2 3602 1801 2,497 0,115
Um*temperatura 2 17157 8578 11,897 0,000
Epoca*temperatura | 50882 50882 70,571 0,000
Um*ep*temp 2 19472 9736 13,503 0,000
Erro 15 10819 721

Total 23 139595

TABELA Cl- Anilise de varidncia para o desdobramento dos niveis de
umidade fixados época e temperatura, no periodo de armazenamento.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Umidade/l1 2 24748,43 12374,21 17,162 0,0001
Umidade/2 2 3433,18 1716,59 2,380 0,126
Umidade/3 2 1368,03 684,01 0,948 0,409
Umidade/4 2 17928,79 8964.39 12,433 0,06005
Residuo 15 10819 721

Codificagdo usada para o desdobramento

codigo Epoca (dias) Temperatura °C
| 120 10
2 120 25
3 240 10
4 240 25




TABELA C2 - Anilise de varidncia para os contrastes dos tratamentos
adicionais com as melhores médias de teores de aglcares soliiveis totais.
Adicional | (40% de umidade no tempo 0): Adicional 2 (35% de umidade no
tempo 0): Adicional 3 (30% de umidade no tempo 0).

GL oM Fc Pr>Fc¢
FV
Contraste | 1 1393.902 1.933 0.1847
Contraste 2 1 5.736 0.007 0.934
Contraste 3 1 13134,306 18.216 0,0006
Contraste 4 1 36227412 50,246 0,0000
Contraste 5 1 22681,866 31458 0,0000
Contraste 6 1 1474.176 2.044 0.173
Contraste 7 1 6746,979 9.357 0.007
Contraste 8 | 1798.608 2.494 0.135
Contraste 9 1 4872040 6.757 0.0201
Contraste 10 1 13826,232 19.176 0.0005
Contraste 11 1 6061.401 8.406 0.0110
Contraste 12 | 1180.266 1,636 0.220
Contraste 13 1 28495,128 39,521 0,000
Contraste 14 1 16660,355 23,107 0,000
Contraste |5 ] 284.428 0394 0.539
Contraste 16 1 62667,612 86,917 0.0000
Contraste 17 1 4354,466 61,517 0,0000
Contraste 18 1 9681.576 13,427 0.0023
Residuo 15 721

I=adl vs tratl; 2= ad2 vs trat]; 3= ad3 vs trat|: 4= ad| vs trat2; 5= ad2 vs trat2;
6= ad3 vs trat2; 7= adl vs trat3; 8= ad2 vs trat3: 9= ad3 vs trat3; 10=adl vs
tratd; 11=ad2 vs tratd; [2=ad3 vs tratd: 13= adl vs trat5; 14= ad2 vs trat5; 15=
ad3 vs tratS; 16=adl vs trat6; 17= ad2 vs trat6: 18= ad3 vs trat6.

Observagao:

Tratamento | (40% de umidade aos 120 dias de armazenamento a 10 °C);
Tratamento 2 (35% de umidade aos 120 dias de armazenamento a 10 °C) ¢
Tratamento 3 (30% de umidade aos 120 dias de armazenamento a 10 °C).
Tratamento 4 (40% de umidade aos 240 dias de armazenamento a 25 °C);
Tratamento 5 (35% de umidade aos 240 dias de armazenamento a 25 °C) e
Tratamento 6 (30% de umidade aos 240 dias de armazenamento a 25 °C).





