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RESUMO

Sementes recém-colhidas de Genipa americana apresentam um alto
percentual de germinagdo, contudo, ao serem submetidas a dessecacdo exibem a
perda de viabilidade. Além disso, quando armazenadas em temperaturas sub-
zero apresentam curta longevidade. Dados atuais referentes a tecnologia de
sementes desta espécie sdo extremante escassos principalmente quando referem-
se ao comportamento fisiolégico das sementes secas e armazenadas. Desta
forma, com este trabalho buscou-se elucidar aspectos fisioldgicos ligados a
tolerancia a dessecacdo e ao armazenamento das sementes de Genipa
americana. Os objetivos com esta pesquisa foram: 1) avaliar o efeito da perda de
umidade por meio de duas taxas de secagem nas caracteristicas
morfofisiol6gicas das sementes de Genipa americana e 2) verificar a capacidade
de tolerancia a dessecacdo e ao armazenamento das sementes de Genipa
americana submetidas a secagem lenta em dois contelidos de agua. Para o
objetivo 1 observou-se que sementes de jenipapo secas rapidamente
apresentaram perda de viabilidade e danos celulares mais acentuados do que as
que foram secas lentamente para 0 mesmo contelido de &gua. Desta forma, a
utilizacdo de secagem lenta pode ser recomendada para as sementes desta
espécie. Para o objetivo 2 observou-se um elevado percentual de germinacgéo e
de plantulas normais para sementes ndo armazenadas e secas até 10%. Sementes
secas até 10 e 5% de umidade tenderam a reducdo a viabilidade apds um més de
armazenamento. A producdo de plantulas normais também foi afetada, contudo,
a maior tendéncia de perda de qualidade fisioldgica foi observa para sementes
secas a 5% de umidade. Apo6s trés meses de armazenamento em ambos 0s teores
de umidade foi observada a reducdo na germinacdo indicando que a espécie
apresenta sensibilidade a temperaturas abaixo de zero. O comportamento
fisiologico observado durante a dessecacdo e 0 armazenamento serve para
comprovar que as sementes de G. americana pertencem ao grupo de sementes
intermediarias.

Palavras-chave: Classificacdo fisiologica. Tecnologia de sementes. Espécie
florestal brasileira.



ABSTRACT

Recently harvested Genipa americana seeds present a high percentage
of germination. However, when submitted to desiccation, they exhibit loss of
viability. In addition, when stored at temperatures below zero, they present short
longevity. Current data regarding seed technology for this species are extremely
scarce, especially when referring to the physiological behavior of dried and
stored seeds. Thus, this work aimed at elucidating the physiological aspects
linked to desiccation and storage tolerance of Genipa americana seeds. The
objectives of this research were: 1) evaluate the effect of humidity loss through
two drying rates in the morphophysiological characteristics of Genipa
americana seeds and 2) verify the capacity for desiccation and storage of Genipa
americana seeds submitted to slow drying in two water contents. For objective
1, we observed that the jenipapo seeds that were quickly dried presented loss of
viability and more accentuated cellular damage than those that were slowly
dried, in the same water content. Thus, the use of slow drying may be
recommended for the seeds of this species. For objective 2, we observed an
elevated percentage of germination and normal seedlings for non-stored seeds
that were dried up to 10%. The seeds dried up to 10 and 5% of humidity tended
to reduce viability after one month of storage. The production of normal
seedlings was also affected. However, the larger tendency for physiological
quality loss was observed for seeds dried to 5% of humidity. We observed the
reduction in germination after three months of storage at both humidity rates,
indicating that the species presents sensibility to temperatures below zero. The
physiological behavior observed during desiccation and storage serves to prove
that G. americana seeds belongs to the group of intermediate seeds.

Keywords: Physiological classification. Seed technology. Brazilian forest
species.
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PRIMEIRA PARTE: Introducéo Geral

1 INTRODUCAO

Conhecer o comportamento das sementes quanto a capacidade de tolerar
a dessecacdo e ao armazenamento é de fundamental importancia para projetos de
recomposicdo ambiental e programas de conservacdo de germoplasma,
principalmente para as sementes de espécies florestais que possuem
sensibilidade a secagem e ao congelamento.

De acordo com Leduc (2007) e Medeiros e Eira (2006), a tolerancia a
dessecacdo é uma das mais importantes caracteristicas que uma semente pode
possuir, pois pode possibilitar a sobrevivéncia da mesma gquando ocorrem
condicdes adversas (estresse ambiental) assegurando a disseminacdo da espécie.

Inimeros estudos relatam uma série de mecanismos que podem estar
associadas a tolerancia a dessecacdo em sementes, dentre eles destacam-se
caracteristicas como a reduc¢do do grau de vacuolizacdo; o acumulo de reservas
insollveis; reacBes do citoesqueleto, conformacdo do DNA nuclear;
diferenciacdes intracelulares; desligamento metabdlico; presenca e eficiéncia de
sistemas antioxidantes; acumulo de moléculas protetoras; deposicdo de
moléculas anfipaticas; presenca de camada periférica de oleosinas eficaz em
torno dos corpos lipidicos; bem como, a presenca e o funcionamento dos
mecanismos de reparagdo durante a reidratacdo (BERJAK; PAMMENTER,
2000; LEPRINCE; HENDRY; MCKERSIE, 1993; MARCOS FILHO, 2005;
OLIVER; TUBA; MISHLER, 2000; TWEEDLE et al., 2003).

Acredita-se que a tolerancia a dessecacdo seja um processo complexo

que envolve a interacdo de inumeros fatores que agem em sinergismo e Sao
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controlados pelo genoma da semente (LEDUC, 2007; LEPRINCE; HENDRY;
MCKERSIE, 1993).

Roberts (1973) foi o primeiro autor a propor uma classificagdo em
relagdo ao comportamento fisiologico de sementes secas e armazenadas. Para ele
sementes ortodoxas sao aquelas que podem ser secas a conteidos de umidade
inferiores aos 10% (base Umida), podendo ser armazenadas a baixas
temperaturas sem perda da viabilidade, em contrapartida, sementes recalcitrantes
apresentam intolerancia a dessecacdo, perdendo a viabilidade quando
armazenadas em baixas temperaturas.

Uma terceira categoria de comportamento foi proposta posteriormente
por Ellis, Hong e Roberts (1990) que introduziram o termo sementes
intermediarias, para aquelas que apresentavam tolerancia parcial a secagem
(cerca de 7% de umidade) e permanecem viaveis por periodos superiores ao das
recalcitrantes, mas inferir ao das ortodoxas, perdendo a viabilidade em curto
espaco de tempo quando armazenadas em baixas temperaturas.

InOmeras  espécies de importdncia  econbmica  apresentam
comportamento intermediario, dentre elas destacam-se Coffea arabica (ELLIS;
HONG; ROBERTS, 1990, 1991b; HONG; ELLIS, 1992), Coffea canephora
(HONG; ELLIS, 1995), Elaeis guineensis (ELLIS et al., 1991), Carica papaya
(ELLIS; HONG; ROBERTS, 1991a) e varias espécies de Citrus (HONG;
ELLIS, 1995). Este tipo de comportamento também € encontrado em
Azadirachta indica, Chrysophyllum cainito, Manilkara Achras (HONG;
LININGTON; ELLIS, 1996), Zizania palustres (VERTUCCI; ROOS; CRANE,
1994).

De acordo com Hong, Linington e Ellis (1996), a principal caracteristica
associada a maioria das sementes com comportamento intermediario no
armazenamento é perda de viabilidade imediata apds a secagem a teores de

umidade relativamente baixos, cerca de 7 a 12%, dependendo da espécie.
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Sementes intermediarias de origem tropical morrem mais rapidamente quando
secas (umidade entre 7 a 10%) e armazenadas a temperaturas inferiores a 10 °C
(ELLIS et al., 1991; ELLIS; HONG; ROBERTS, 1990, 1991b; HONG; ELLIS,
1992) e em alguns casos, temperaturas abaixo de O °C podem matar
imediatamente as sementes (ELLIS et al., 1991; ELLIS; HONG; ROBERTS,
1990, 19914a, 1991b).

Apesar do exposto, é importante lembrar que existe um gradiente de
sensibilidade/tolerancia a dessecacdo que varia de sementes extremamente
sensiveis a altamente tolerantes (FARRANT et al., 1996; MARCOS FILHO,
2005; WALTERS, 2000).

Em sementes sensiveis a dessecacdo inimeros fatores podem afetar o
comportamento fisiol6gico no momento da secagem, dentre estes, destacam-se a
temperatura e a taxa de secagem (KERMODE; FINCH-SAVAGE, 2002;
WESLEY-SMITH et al., 2001).

A taxa de secagem tem sido relatada como um fator que afeta a resposta
a dessecacdo em sementes de espécies recalcitrantes (JOSE et al., 2011;
WESLEY-SMITH et al., 2001), intermediarias (JOSE et al., 2011; ROSA et al.,
2005) e ortodoxas (BEWLEY; BLACK, 1994; HONG; LININGTON; ELLIS,
1996). De acordo com Hong, Linington e Ellis (1996), a secagem de sementes
visando baixos teores de umidade deve ser realizada em baixas temperaturas
(cerca de 15 °C) e de forma relativamente rapida, a fim de minimizar ao maximo
0 processo de deterioracdo. Os autores destacam que atrasos na secagem ou
secagens lentas associado a altas temperaturas de secagem (acima de 25 °C)
tendem a reduzir consideravelmente a viabilidade em sementes tolerantes a
dessecacao.

Sementes recalcitrantes ndo podem ser secas sem que ocorra a perda de
viabilidade (ROBERTS, 1973), contudo, Pammenter e Berjak (1999) relataram

gue a secagem rapida melhorou a sobrevivéncia de sementes e de embrides em
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menores conteidos de dgua. Estudos sugerem que secagens rapidas em sementes
inteiras permitem alcancar menores contetidos de agua sem que ocorra perda de
viabilidade das sementes (BERJAK et al., 1990; FARRANT; BERJAK;
PAMMENTER, 1986; PAMMENTER et al., 1998; PRITCHARD, 1991).

Segundo Farrant, Berjak e Pammenter (1985), Liang e Sun (2002) e
Pritchard (1991) o efeito da taxa de secagem em sementes inteiras é menos
pronunciado quando comparado com a secagem de eixos embrionarios. Em
espécies recalcitrantes a razdo pela qual os eixos embrionarios respondem
diferencialmente a taxas secagem ainda ndo é bem compreendida (VERTUCCI;
FARRANT, 1995; WALTERS et al., 2001a).

De acordo com Pammenter e Berjak (2000), a saida de agua da semente
pode acarretar injarias fisicas nos tecidos (reduzindo o volume celular)
desordenando o  metabolismo  (degradacdo por radicais  livres);
consequentemente afetando a capacidade de germinacdo. Desta forma, reduzir o
tempo de exposicdo das células aos efeitos da secagem provavelmente
possibilita minimizar os danos relacionados a desseca¢cdo (WESLEY-SMITH et
al., 2001).

Deste modo, a velocidade de remog¢do da dgua dos tecidos € uma das
principais caracteristicas que devem ser observadas quando se busca adequar
metodologias de secagem para sementes sensiveis a dessecacao, assim como é o
caso das sementes de G. americana. Desta forma, este estudo buscou elucidar o
efeito de taxas de secagem na tolerancia a dessecacdo de sementes de Genipa
americana L, bem como, o comportamento fisiolégico das sementes durante o

armazenamento.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Tolerancia a dessecagdo

A toleréncia a dessecacdo pode ser definida como a habilidade que
um organismo possui de restabelecer as fungbes metabdlicas normais ao ser
reidratado, depois de ter passado por uma secagem em equilibrio higroscopico
do ar. Esta caracteristica é raramente observada em plantas adultas, sendo mais
comum em graos de polen, esporos e sementes (ALPERT, 2000).

Até o momento ndo existem estudos cientificos conclusivos a respeito
de como as sementes adquiriram tolerancia a dessecacdo, no entanto, acredita-se
que esta habilidade esteja relacionada a pressdao ambiental que promoveu uma
evolucdo sobre esta sensibilidade (PAMMENTER; BERJAK, 2000;
TWENDDLE et al., 2003).

Segundo Medeiros e Eira (2006), a capacidade de tolerar a secagem é
uma das mais importantes caracteristicas que uma semente pode apresentar, pois
é considerada uma estratégia adaptativa que permite a sobrevivéncia da semente
em condi¢Bes ambientais desfavoraveis podendo assegurar a disseminacdo da
espécie. Corroborando, Barbedo e Marcos Filho (1998) destacam que a
habilidade das sementes de sobreviver & desidratacdo € resultado de adaptacGes
que previnem a destruigdo celular durante a perda de agua.

De maneira geral as sementes apresentam diferentes comportamentos
fisiologicos em relacdo a tolerancia a dessecagdo e ao armazenamento, sendo
divididas em ortodoxas, recalcitrantes e intermedidrias. Sementes ortodoxas
podem ser secas em niveis abaixo de 7% de umidade e podem ser armazenadas a

baixas temperatura por longos periodos. Sementes recalcitrantes possuem
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sensibilidade a dessecacgdo e armazenamento, apresentando na maioria das vezes
uma baixa longevidade (ROBERTS, 1973). As sementes intermediérias
apresentam caracteristicas mistas de ortodoxa e recalcitrante, suportando
parcialmente a secagem, mas apresentando pouca longevidade quando
armazenadas em baixas temperaturas (ELLIS; HONG; ROBERTS, 1990).

Inimeras pesquisas tém sido realizadas para se saber qual a razdo das
sementes apresentarem comportamentos distintos quanto a capacidade de tolerar
a dessecagdo e 0 armazenamento.

Em sementes tolerantes a dessecacdo mecanismos como a reducdo do
grau de vacuolagdo; o acimulo de reservas insoluveis; reacdes do citoesqueleto,
conformacdo do DNA nuclear; diferenciagbes intracelulares; desligamento
metabolico; presenca e eficiéncia de sistema antioxidante; acimulo de moléculas
protetoras; deposi¢do de moléculas anfipaticas; presenca de camada periférica de
oleosinas em torno dos corpos lipidicos; presenga, funcionamento dos
mecanismos de reparacao durante a reidratacdo, bem como, a sintese de ABA, ja
foram correlacionadas com capacidade de tolerar a dessecacdo em sementes
ortodoxas (BERJAK; PAMMENTER, 2001; LEPRINCE; HENDRY;
MCKERSIE, 1993; MARCOS FILHO, 2005; OLIVER; TUBA; MISHLER,
2000; PAMMENTER; BERJAK, 1999; TWEEDLE et al., 2003).

As proteinas do tipo LEA tém recebido grande atencdo por parte dos
pesquisadores, dentre elas, as da familia LEA D11 (deidrinas), as quais se
acumulam no final da maturacdo, apresentando caracteristicas anfipaticas
(hidrofilicas e hidrofdbicas) capazes de inibir a desnaturacdo de macromoléculas
estabilizando estruturas intracelulares sob condigdes de estresse (BLACKMAN
et al.,, 1991; MARCOS FILHO, 2005), protegendo-as contra a desidratagdo e
apresentando resisténcia contra o calor (BERJAK; PAMMENTER, 2008;
HOEKSTRA; GOLOVINA; BUITINK, 2001).
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Outras moléculas protetoras que se acumulam na secagem de
maturacgdo das sementes sdo os aglicares. Em sementes tolerantes a dessecacao
estudos mostram um aumento progressivo no teor de carboidratos sollveis como
sacarose, rafinose e estaquinose no desenvolvimento dos embries coincidindo
com inicio da fase de aquisicdo de tolerancia a dessecacdo (BLACKMAN;
OBENDORF; LEOPOLD, 1992; CROWE; HOEKSTRA; CROWE, 1992;
HOEKSTRA; CROWE; CROWE, 1989; HORBOWICZ; OBENDORF, 1994;
KOSTER; LEOPOLD, 1988; LEOPOLD; SUN; BERNALLUGO, 1994;
STEADMAN; PRITCHARD; DEY, 1996).

A presenca de grande quantidade de aclcares sollveis nas células
pode prevenir efeitos danosos durante a dessecacgdo pela formacao de pontes de
hidrogénio, substituindo a agua na manutencdo das estruturas hidrofilicas
(CROWE et al., 1988; KOSTER, 1991), ou seja, ocupando espagos vazios e
estabilizando as membranas celulares.

Koster (1991) observou que a habilidade das células em tolerar a
dessecacdo pode, em parte, depender da capacidade da mesma de entrar em
estado vitreo em temperatura ambiente. Esta vitrificacdo € um mecanismo que
depende da combinacdo de mais de um tipo de acucar (relacdo
sacarose/rafinose); os quais proporcionam uma alta viscosidade citoplasmatica
(reduzindo a mobilidade molecular) permitindo que ndo ocorra a cristalizacdo
dos solutos e a total desidratacéo celular (WILLIANS; LEOPOLD, 1989).

Outro mecanismo de protegdo contra injdrias de secagem em sementes
tolerantes a dessecacdo é a presenca, operagdo e eficiéncia dos sistemas
antioxidantes (MARCOS FILHO, 2005). De acordo com Sies (1985), o0 estresse
oxidativo foi descrito como um distarbio no balanco antioxidante/ pré-oxidante
gue pode resultar em potenciais danos celulares.

Chandra, Samali e Orrenius (2000) destacam que os radicais livres

estdo entre as ameagas mais potentes e onipresentes enfrentados por qualquer
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organismo Vivo e que seu acumulo intracelular pode tornar-se toxico ou alterar
0s processos metabdlicos normais das células resultando em danos para &cidos
nucleicos, proteinas, carboidratos e lipideos.

Segundo Hendry (1993), os radicais livres sao responsaveis por danos
causados a moléculas e tecidos vegetais e animais; e em sementes, € muito
provavel que apresentem o mesmo comportamento influenciando na mortalidade
celular.

Desta forma, sistemas antioxidantes eficientes sdo fundamentais para a
manutencado da viabilidade de células ou organismos que sofram a acéo deletéria
de radicais livres durante a secagem. De modo geral, os principais agentes
oxidantes sdo a hidroxila (OH"), o superdxido (O,) e o peroxido de hidrogénio
(H,0,). De acordo com Guimardes et al. (2002), os sistemas enzimaticos
processadores de radicais livres incluem a superdxido dismutase (SOD) que
cataliza a dismutacdo de superoxido (O;) em H,0, e O, e aquelas enzimas
envolvidas na desintoxicacdo de H,O, (isto é, catalase, glutationeredutase,
ascorbato e outras peroxidases).

Em sementes com sistemas antioxidantes eficientes a presenca de
mecanismos como a concentracdo de &cido ascorbico (vitamina C) e/ou de
isoenzimas ativas sdo fatores fundamentais para realizar a neutralizacdo destes
radicais livres (MCDOANALD, 1999).

InOmeros autores relatam que a presenca de apenas um dos
mecanismos tolerancia a dessecacdo nas sementes ndo assegura que a mesmas
apresentem caracteristicas de tolerar a secagem. Desta forma, acredita-se que a
tolerancia a dessecagdo seja um processo complexo, que envolva a interagdo de
inimeros fatores que agem em sinergismo e sdo controlados pelo genoma da
semente (LEDUC, 2007; LEPRINCE; HENDRY; MCKERSIE, 1993).

Conforme destacado por Kranner et al. (2010) qualquer caracteristica

que confere tolerancia & dessecacao pode ter origem em um estimulo que aciona
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0 codigo genético e da inicio a uma cascata génica responsavel por esta
caracteristica. Isto acontece durante o final do desenvolvimento das sementes

ortodoxas na qual a expressao de alguns genes é frequentemente relatada.

2.2 Aspectos gerais sobre a secagem em sementes

O desenvolvimento da maior parte das sementes pode
convenientemente ser dividido em trés fases fisiologicas confluentes, sendo elas,
a histodiferenciacdo, a expansdo celular e a maturacdo final (JIANG;
KERMODE, 1994). Durante a histodiferenciacdo o zigoto unicelular passa por
uma extensa divisdo mitética seguido da diferenciacdo para formar o corpo do
embrido e o tecido de reserva. Na segunda etapa do desenvolvimento acontece a
expansdo da semente e a deposicdo de reserva nos tecidos de armazenamento
(KERMODE; FINCH-SAVAGE, 2002).

Barbedo e Marcos Filho (1998) relatam que podem ser observados dois
tipos de comportamento em relacdo a secagem na etapa final de maturacdo. O
primeiro caso ocorre na maioria das sementes ortodoxas que apresentam um
mecanismo de secagem pré-programado antes da dispersdo, resultando na
reducdo gradual do metabolismo até o estado de quiescéncia ou dorméncia
(quando for o caso). O segundo comportamento pode ser observado na maioria
das sementes recalcitrantes as quais ndo passam pela secagem de maturacédo e
sdo dispersas com um elevado contelido de agua, metabolicamente ativas e
prontas para germinar.

Sementes de comportamento intermediario toleram parcialmente a
dessecagdo (ELLIS; HONG; ROBERTS, 1990) e ao que tudo indica sdo
dispersas com teores de umidade maiores que os das ortodoxas, mas menores do
gue o observado nas recalcitrantes. Em sementes ortodoxas a tolerdncia a

dessecagdo € adquirida a partir da metade do processo de maturagdo,
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simultaneamente com expansdo celular e o acimulo de reservas (PARCY et al.,
1994).

Na natureza a secagem pode ocorrer de maneira rapida, lenta ou até
mesmo de forma mais atenuadas, assim como € ocaso de sementes dispersas em
frutos carnosos (KERMODE; FINCH-SAVAGE, 2002), além disso, condi¢des
extremas de secagem também podem ser impostas as sementes pelo ambiente,
tais como secas prolongadas (NEDEVA; NIKOLOVA, 1997). Em tais situagdes,
sementes ortodoxas apresentam naturalmente um melhor mecanismo de
adaptacdo do que sementes recalcitrantes, adiando a germinacdo até que as
condicdes fiquem favoraveis para a retomada deste processo (BARBEDO;
MARCOS FILHO, 1998).

Desde os tempos mais remotos o homem vem utilizando espécies
ortodoxas para desenvolver a agricultura, principalmente por apresentar
vantagens com relacdo longevidade se comparadas com as recalcitrantes. Mais
recentemente, estudos comecaram a abordar com maior profundidade os
ecossistemas florestais, verificando uma grande quantidade de espécies
recalcitrantes (BARBEDO; MARCOS FILHO, 1998). Atualmente, o maior
desafio enfrentado por todos os envolvidos na conservacdo das espécies
sensiveis a dessecacdo € a elaboracdo de estratégias que possibilitem aumentar o
tempo de armazenamento sem que ocorra a perda significativa de viabilidade
das sementes (WESLEY-SMITH et al., 2001).

Inimeros estudos utilizam a secagem controlada e a diminuicdo da
temperatura de armazenamento como estratégias para aumentar a longevidade
das sementes (KOHAMA et al., 2006) inclusive para espécies sensiveis a tais
condigdes. Realizar a secagem de sementes a contetdos de 4gua ndo nocivos e
gue permitam a sua sobrevivéncia apds o armazenamento em baixas

temperaturas, tornou-se a base para 0 sucesso no estabelecimento de técnicas
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como a criopreservacdo (CHANDEL et al., 1995; WESLEY-SMITH et al.,
1992).

Garcia et al. (2004) relataram que a secagem artificial pode contribuir
para a preservacdo da qualidade fisioldgica das sementes durante o
armazenamento, entretanto, Carvalho (1994) e Miranda, Silva e Cavariani
(1999) ressaltam que tal procedimento deve ser realizada com cautela, pois pode
proporcionar danos irreversiveis as sementes quando efetuado sem o
conhecimento e os cuidados necessarios.

Baseado no principio de que as sementes apresentam diferentes
comportamentos em relacdo a capacidade de tolerar a dessecacdo e 0
armazenamento, deve-se levar em consideracdo alguns fatores que podem afetar
este comportamento no momento da secagem, tais como, 0 estagio de
desenvolvimento do embrido, a temperatura e a taxa de secagem (KERMODE;
FINCH-SAVAGE, 2002; MARCOS FILHO, 2005; WESLEY-SMITH et al.,
2001).

A taxa de secagem tem sido relatada como um fator que afeta a resposta
de dessecacdo de sementes de espécies ortodoxas (BEWLEY; BLACK, 1994),
recalcitrantes e intermediarias (JOSE et al., 2011). Em sementes ortodoxas, as
quais podem ser secas a teores de umidade mais baixos (ROBERTS, 1973)
recomenda-se que a perda de umidade seja feita de forma rapida e em baixas
temperaturas, aproximadamente 15 °C para espécies tropicais (HONG;
LININGTON; ELLIS, 1996). Os mesmos autores relataram que sementes
ortodoxas quando passam por um atraso na secagem ou uma secagem lenta,
juntamente com altas temperaturas (acima de 25 °C) tende a reduzir
consideravelmente a viabilidade.

Evidéncias sugerem que a secagem rapida de sementes inteiras permite

alcancar menores contetidos de dgua sem que ocorra perda de viabilidade das
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sementes (BERJAK et al., 1990; FARRANT; BERJAK; PAMMENTER, 1986;
PAMMENTER et al., 1998; PRITCHARD, 1991).

Segundo Roberts (1973), sementes recalcitrantes ndo podem ser secas
sem que ocorram danos, e de acordo com Hong, Linington e Ellis (1996) mesmo
quando recém colhidas apresentam a viabilidade ligeiramente reduzida ao serem
submetidas a perda inicial de umidade.

Apesar do exposto, Pammenter e Berjak (1999) relataram que a secagem
rapida de sementes recalcitrantes melhorou a sobrevivéncia de sementes e de
embriGes em menores contedos de agua, devido a menor possibilidade de
acumulo de danos.

Segundo Farrant, Berjak e Pammenter (1985), Liang e Sun (2002) e
Pritchard (1991) o efeito da taxa de secagem em sementes inteiras € menos
pronunciado quando comparado com a secagem de eixos embrionarios. A razdo
pela qual os eixos embrionarios de espécies recalcitrantes respondem
diferencialmente as taxas de secagem ainda ndo é bem compreendida
(VERTUCCI; FARRANT, 1995; WALTERS et al., 2001a) devendo ser levado
em consideracdo a variagdo dos limites criticos de umidade tolerado entre as
espécies, cultivares e os lotes de sementes (CHIN, 1988; KING; ROBERTS,
1979).

Estudos sugerem que func¢des as normais das células podem ser alteradas
guando as sementes sdo submetidas a teores de umidade intermediarios aos da
hidratagdo completa e o limite inferior de sobrevivéncia (BERJAK et al., 1990;
PAMMENTER et al., 1998; PAMMENTER; VERTUCCI; BERJAK, 1991;
PRITCHARD, 1991; LEPRINCE; BUITINK; HOEKSTRA, 1999; LEPRINCE
et al., 2000; WALTERS et al., 2001b).

De acordo com Nedeva e Nikolova (1997), a saida da agua da célula
acaba concentrando os solutos internos o que possibilita a ocorréncia de reacoes

destrutivas, tais como a elevacdo do pH intracelular, a desnaturacéo de proteinas,
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alteracdes nas propriedades fisico-quimica das paredes celulares e a perda da
integridade da plasmalema e sua seletividade.

Alteracfes nas membranas celulares sdo citadas geralmente como as
principais lesbes ultraestruturais associadas a secagem (SENARATNA;
MCKERSIE, 1883, 1986), estando esta associada ao rearranjo fosfolipidico da
plasmalema (STAEHELIN; CHAPMAN, 1987) ou a remogdo excessiva das
membranas em resposta ao stress de secagem (STEPONKUS, 1984).

Células com a cromatina nuclear muito condensada também foram
associadas como um sinal de lesio de dessecacio (CREVECOEUR;
DELTOUR; BRONCHART, 1976; WESLEY-SMITH et al., 2001), bem como,
a autofagia celular, que tem sido frequentemente observada em células
estressadas sendo sugerida como um mecanismo importante de sobrevivéncia
(MARTY, 1999).

A secagem também pode levar ao aumento na concentracdo relativa de
solutos no interior dos vacuolos tornando-os sensiveis ao incha¢o osmatico apos
a reidratacdo (PAMMENTER; BERJAK, 1999). Vacuolos sdo essenciais para a
manutencdo da homeostase no interior das células (MARTY, 1999) e perda da
integridade do tonoplasto é geralmente considerada letal (MATILE, 1975;
MURALI; YOSHIDA, 1998).

Pammenter e Berjak (1999) relatam que os mecanismos de tolerancia a
dessecacdo devem manter caracteristicas intracelulares fisicas tais como a
redugdo da vacuolizacdo, acumulo de reservas insollveis, manutencdo do
citoesqueleto e da integridade do DNA. Adicionalmente, os autores relatam que
€ necessdria a presenca de sistemas antioxidantes eficiente, bem como, a
presenca de mecanismos de reparo de danos celulares que possam ser causados

por meio da reidratagdo das sementes.
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2.3 Aspectos gerais sobre Genipa americana L.

A familia Rubiaceae é uma das principais e maiores familias de
Angiospermas do planeta destacando-se também na flora brasileira (SOUZA;
LORENZI, 2005). De acordo com Judd et al. (2008), esta familia é constituida
por aproximadamente 9000 espécies que sao distribuidas em 550 géneros, dos
quais, alguns como o género Coffea apresentam grande importancia econémica,
social e cultural.

Delprete, Smith e Klein (2004) relataram que o género Genipa encontra-
se na subfamilia Ixoroideae e na tribo Gardenieae, sendo reconhecido, como um
tdxon que apresenta apenas duas espécies: Genipa americana L. e G.
infundibuliformis Zappi & Semir.

Conhecida popularmente como jenipapeiro, Genipa americana L. é uma
espécie arbdrea que ocorre naturalmente nas florestas neotropicais desde o norte
da Argentina até o México (CARVALHO, 1994). No Brasil, o jenipapeiro € uma
arvore de rapido crescimento encontrada principalmente nas regides de clima
quente e Umido, como no extremo norte do pais (varzeas amazénicas), nos
estados de Sdo Paulo e Mato Grosso (florestas de galeria) (CAVALCANTE,
1996; GIBBS; LEITAO FILHO, 1978; SANTOS, 1978) e também nos estados
do sul do pais em pomares cultivados (CORREA, 1984).

G. americana € considerada uma espécie com potencial econdmico
podendo ser empregada em projetos paisagisticos e ornamentais, como na
arborizacdo urbana (COSTA et al., 2005), na producdo de madeira para
fabricacdo de cabos de enxada, foice, machado, construgdo civil e naval
(LORENZI, 1992), em pomares comerciais para 0 consumo in natura ou para
exploracdo de subprodutos a base dos frutos como vinhos, licores, corantes,
farmacos e medicamentos populares (COSTA et al.,, 2005; FOOD AND
AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS - FAO,
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1986; NASCIMENTO; CARVALHO, 1998; PRANCE; SILVA, 1975). Por
apresentar rentabilidade esta espécie também pode ser considerada uma
alternativa de renda para os pequenos produtores agricolas.

De acordo com Andrade et al. (2000) o jenipapeiro apresenta
caracteristicas de planta helidfita, semidecidua, higrofita seletiva, de ocorréncia
em areas com florestas abertas e de vegetacdo secundaria de varzeas (locais
temporario ou permanentemente inundados).

A arvore adulta possui tronco forte, ereto, frondoso, podendo alcancar
25 m de altura (CORREA, 1984), suas folhas sio opostas e curto-pecioladas
com flores hermafroditas, inicialmente brancas tornando-se amareladas durante
a floracdo; seus frutos sdo do tipo baga subglobosa com 8 a 10 cm de
comprimento e 6 a 7 cm de didmetro, com casca mole membranosa de coloragdo
parda ou pardacento-amarelada e espessura fina e enrugada (DONADIO;
NACHTIGAL; SACRAMENTO, 1998).

Os frutos apresentam polpa carnosa, aromatica, com inimeras sementes
distribuidas no centro (DONADIO; NACHTIGAL; SACRAMENTO, 1998)
sendo avidamente consumidos pela fauna em geral e por este motivo
recomenda-se a utilizacdo desta espécie em programas de recuperacao de areas
degradadas (ANDRADE et al.,, 2000; LORENZI, 1992; POTT; POTT, 1994;
SANTOS; SILVA-MANN; FERREIRA, 2011; VALERI; PUERTA; CRUZ,
2003).

O jenipapeiro pode ser propagado via sementes ou vegetativamente, com
predominancia na primeira forma (CARVALHO, 1994; PRADO NETO et al.,
2007) e geralmente é semeado logo ap6s o beneficiamento apresentando um alto
percentual germinativo (VILLACHICA et al., 1996).

De acordo com Corréa (1984) as sementes de G. americana Sao
albuminosas, fibrosas, com coloragdo castanho-escuro e 6 mm a 12 mm de

comprimento. Apresentam recobrimento bitegumentar (com 0s tegumentos
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cobrindo toda a extensdo da semente exceto na regido da calaza), de formato
deltéide (PRADO NETO et al., 2007), com embrido axial espatulado continuo,
com cotilédones folidceos e fotossintetizantes (NASCIMENTO; DAMIAO-
FILHO, 1998).

Com relacédo a tolerancia a dessecacdo e ao armazenamento Carvalho e
Nascimento (2000) e Salomao (2004) afirmam que as sementes desta espécie
podem ser parcialmente dessecadas e perdem a viabilidade gradativamente em

curto prazo quando armazenadas em baixas temperaturas.

3 CONSIDERACOES GERAIS

Desenvolver estratégias que possibilitem melhorar aspectos fisioldgicos
ligados a sensibilidade a dessecagdo e ao armazenamento de sementes florestais
nativas, além de ser uma alternativa para a manutengdo de bancos de
germoplasma é uma das principais vertentes ligadas a conservacao genética de
indmeras espécies.

Conhecer as caracteristicas fisiologicas das sementes quando submetidas
a diferentes estimulos de secagem, bem como, 0 seu comportamento durante o
armazenamento permite disponibilizar condi¢bes adequadas para a manutengdo
da viabilidade apds a colheita.

Além disso, elucidar possiveis causas ligadas & perda ou a manutengao
da viabilidade das sementes apds a secagem e a0 armazenamento, serve para
auxiliar no desenvolvimento de técnicas mais apropriadas as particularidades
fisiol6gicas das diferentes espécies.

Desta forma, este estudo objetivou-se buscar informacBes que possam
contribuir para o entendimento da perda ou manutencdo de viabilidade das

sementes de Genipa americana ap6s a secagem e armazenamento.
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SEGUNDA PARTE — Artigos

ARTIGO 1: Efeito de taxas de secagem nas caracteristicas morfofisioldgica
de sementes de Genipa americana L. (Rubiaceae)

Resumo: O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de taxas de secagem na
capacidade de tolerancia a dessecacdo das sementes de Genipa americana.
Sementes com 46,9% de umidade (recém-colhidas) foram secas rapida e
lentamente até 30, 20, 15, 10 e 5% de umidade avaliando-se a viabilidade, o
desempenho germinativo (IVG) e as modificacBes ultraestruturais das sementes.
Sementes recém-colhidas apresentaram 98% de germinacdo e de plantulas
normais, com presenca de células integras e organizadas. Sementes secas
rapidamente apresentaram reducdo no percentual germinativo e de plantulas
normais ao atingirem 15,6% de umidade evidenciando modificagGes
ultraestruturais no endosperma e no eixo embrionario a partir de 10,2% de
umidade e presenca de colapso celular ao atingir cerca de 5% de umidade.
Sementes secas lentamente mantiveram-se vidveis até 10% de umidade e
apresentaram menores modificagdes ultraestrutura se comparas as sementes
secas rapidamente para o conteldo de &gua similar. Em ambas as taxas de
secagem houve reducdo no desempenho germinativo quando as sementes
atingiram teores de umidade abaixo de 30%. A secagem lenta induziu uma
maior tolerancia a dessecacdo em sementes de G. americana proporcionando
menores perturbacdes ultraestruturais que podem estar associadas a perda de
viabilidade.

Palavras-chave: Jenipapo. Tecnologia de sementes. Tolerancia a dessecacao.
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ARTICLE 1: Effect of the drying rates over morphophysiological
characteristics of Genipa americana L. seeds (Rubiaceae)

Abstract: The objective of this study was to evaluate the effect of the drying
rates on the capacity for desiccation tolerance of Genipa americana seeds. Seeds
with 46.9% of humidity (recently harvested) were quickly and slowly dried until
30, 20, 15, 10 and 5% of humidity, evaluating the viability, the germinating
performance and the ultra-structural modifications of the seeds. Recently
harvested seeds presented 98% of germination and normal seedlings, with the
presence of integral and organized cells. Seeds that were quickly dried presented
reduction in the germination and normal seedling percentage when reaching
15.6% of humidity, indicating ultra-structural modifications in the endosperm
and embryonic axis from 10.2% of humidity, and cellular collapse when
reaching around 5% of humidity. Seeds that were slowly dried maintained viable
until 10% of humidity and presented less ultra-structural modifications when
compared to those quickly dried, in the same water content. There was reduction
of the germination performance in both drying rates when the seeds reached
humidity rates below 30%. The slow drying induced a larger desiccation
tolerance in Genipa americana seeds, providing smaller ultra-structural
disturbances which may be associated with viability loss.

Keywords: Jenipapo. Seed technology. Desiccation tolerance.
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1 INTRODUCAO

No Brasil o constante desmatamento vem ameagando significativamente
0s ecossistemas nativos tornado necessario, cada vez mais, a elaboracdo de
estratégias de conservacdo e restauracdo dos recursos genéticos florestais
remanescentes.

A conservacdo da biodiversidade pode ser realizada in situ, mantendo as
espécies em seu habitat natural, ou por metodologias ex situ, que consistem na
manutencdo das espécies fora do seu habitat natural (BRASIL, 2000), assim
como é o caso do armazenamento de sementes em bancos de germoplasma
(FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED
NATIONS - FAO, 1993).

Desta forma, conhecer o comportamento fisiolégico das sementes
qguanto a capacidade de tolerar a dessecacdo e 0 armazenamento € de
fundamental importancia para proporcionar condi¢es adequadas que garantam a
manutencdo da viabilidade das sementes (HONG; ELLIS, 1996) principalmente
para programas de conservacdo de germoplasma gue visam a propagacdo de
espécies de biomas ameacados.

De modo geral, as sementes sdo classificadas em trés grupos em relagédo
a capacidade de tolerar a secagem e 0 armazenamento. Sementes ortodoxas
suportam a secagem a teores de umidade proximos de 5% (base imida) e podem
ser armazenadas em baixas temperaturas (sub zero) por longos periodos de
tempo, em contra partida, sementes recalcitrantes ndo apresentam tais
caracteristicas e perdem rapidamente a viabilidade quando submetidas a estas
condigdes (ROBERTS, 1973).

Sementes com comportamento intermedidrio suportam parcialmente a

dessecacdo (cerca de 10 a 7% de umidade), mas perdem a viabilidade quando
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armazenadas por um longo periodo de tempo em baixas temperaturas (ELLIS;
HONG; ROBERTS, 1990). Apesar do exposto, é importante destacar que existe
um gradiente continuo de sensibilidade/tolerancia a dessecacdo entre espécies
ortodoxas e recalcitrantes (KERMODE; FINCH-SAVAGE, 2002).

De acordo com Garcia et al. (2004), a secagem pode contribuir para a
preservacdo da qualidade fisiologica das sementes durante o armazenamento,
entretanto, Miranda, Silva e Cavariani (1999) destacam que esta atividade deve
ser conduzidas com cautela, pois é potencialmente danosa quando realizada sem
o0 conhecimento e cuidados necessarios

Em sementes sensiveis a dessecacdo inimeros fatores podem afetar o
comportamento fisiol6gico no momento da secagem, dentre estes, destacam-se 0
estagio de maturacdo, a temperatura e a taxa de secagem (KERMODE; FINCH-
SAVAGE, 2002).

Sementes recalcitrantes ndo podem ser secas sem que ocorram danos
(ROBERTS, 1973), contudo, estudos tém relatado que a secagem répida
melhorou a sobrevivéncia de sementes inteiras e embrides a menores conteudos
de 4gua (PAMMENTER; BERJAK, 1999).

Existem evidéncias de que a secagem rapida em sementes inteiras
permite alcangar menores contetdos de 4gua sem que seja alterada a viabilidade
das sementes (BERJAK et al., 1990; FARRANT; BERJAK; PAMMENTER,
1986; PAMMENTER et al., 1998; PRITCHARD, 1991). Em sementes
recalcitrantes 0s mecanismos pelos quais a secagem rapida permite tolerar
menores conteldos de &gua ainda ndo foram completamente elucidados, mas
evidéncias indicam uma curta duracdo das vantagens conferidas (VERTUCCI;
FARRANT, 1995; WALTERS et al., 2001).

Estudos sugerem que as fungbes normais das células sdo alteradas
guando as sementes sdo submetidas a conteldos de adgua intermediarios aos da

hidratagdo total e seu limite inferior de tolerdncia (BERJAK et al., 1990;
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LEPRINCE; BUITINK; HOEKSTRA, 1999; LEPRINCE et al., 2000;
PAMMENTER et al., 1998; PAMMENTER; VERTUCCI; BERJAK, 1991;
PRITCHARD, 1991; WALTERS et al., 2001). Deste modo, reduzindo o tempo
de exposicdo em niveis de hidratagdo intermédios é possivel minimizar o
acumulo de danos associados a dessecacdo (WALTERS et al., 2001; WESLEY-
SMITH et al., 2001).

Pammenter e Berjak (2000) relatam que a remocdo da agua da semente
pode acarretar injarias fisicas nos tecidos desordenando o metabolismo e
consequentemente afetando a capacidade de germinagé&o.

Genipa americana L. (Rubiaceae) conhecida popularmente como
jenipapeiro é uma arvore frutifera brasileira que vem sendo explorada, cada vez
mais, para producao de licor, vinho e refresco a base de seus frutos (OLIVEIRA
et al., 2011).

A madeira desta espécie é moderadamente pesada e de facil
trabalhabilidade podendo ser empregada na construcdo civil e na marcenaria
(LORENZI, 1992). Por suportar ambientes alagados o jenipapeiro é uma espécie
promissora para recuperacao de areas de preservacdo permanente (BARBOSA et
al., 1989; SANTOS; SILVA-MANN; FERREIRA, 2011).

A formacdo de mudas desta espécie é comumente realizada por meio de
sementes, embora possa também ser feita assexuadamente (PRADO NETO et
al., 2007) . Com relacdo a capacidade de tolerar a dessecacdo e o
armazenamento, Carvalho e Nascimento (2000) e Salomao (2004) relataram que
as sementes de G. americana apresentam comportamento intermediario
tolerando parcialmente a dessecacdo. No entanto, os autores ndo utilizaram em
suas avaliacOes diferentes taxas de secagem, tornado limitadas as informacdes

em relagdo a capacidade de toler&ncia a dessecacao desta espécie.
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Desta forma, o objetivo com este trabalho foi avaliar o efeito de
diferentes taxas de secagem nas caracteristicas morfofisioldgicas de sementes de

Genipa americana.

2 MATERIAL E METODOS

O estudo foi desenvolvido no Laboratério de Sementes Florestais (LSF)
do Departamento de Ciéncias Florestais da Universidade Federal de Lavras
(UFLA) durante o periodo de marco a outubro de 2012. Os frutos foram obtidos
de oito matrizes (fevereiro de 2012) no municipio de Lavras — MG.

Foram coletados apenas frutos maduros (consisténcia mole e coloracédo
castanho-amarelo) no chdo. Apds a coleta, os frutos foram transportados para o
galpdo de beneficiamento do Viveiro Florestal da UFLA onde permaneceu por
12 horas até o beneficiamento.

O despolpamento dos frutos foi realizado por meio da abertura e
remocdo manual da polpa que foi lavada em &gua corrente sobre peneira. Em
seguida, as sementes foram friccionadas em areia Umida autoclavada até a
remocdo total do mesocarpo, sendo novamente lavadas em agua corrente e
encaminhadas para o LSF para secagem.

Para remover a agua superficial das sementes, as mesmas foram
dispostas em camada Unica sobre papel toalha por duas horas em um ambiente
climatizado (20 °C; 60% UR). O lote foi formado apenas por sementes maduras
e sem danos visuais, sendo armazenado em saco plastico (dupla camada) e

mantido em geladeira (4 °C) por 36 horas.
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Determinacdo do contetdo de dgua

A determinacdo do conteldo de &gua para todas as etapas do
experimento foi realizada pelo método de estufa 103 + 3 °C/17 horas (BRASIL,
2009). Utilizaram-se quatro repeticdes de cinco sementes inteiras, dispostas em
barquetes de papel aluminio, sendo a média dos resultados expressa em

porcentagem (base imida) conforme a férmula abaixo:

% de Umidade = %

Onde:
P = peso inicial (peso do recipiente mais 0 peso da semente Umida);
p = peso final (peso do recipiente mais o peso da semente seca);

t = tara (peso do recipiente).

Curva de Embebicéo

Apls a determinacdo do conteldo inicial de agua das sementes
retiraram-se 13 amostras aleatdrias de 20 sementes do lote, sendo pesadas
separadamente e postas para embeber. Cada amostra foi fragmentada em quatro
repeti¢cGes de cinco sementes que foram dispostas em placas de Petri contendo
duas folhas de papel filtro umedecido. As placas foram incubadas em BOD a
uma temperatura de 25 °C em luz constante.

Todas as avalia¢des de peso (g) foram realizadas em balanca de precisdo

(trés casas decimais) e a avaliacdo de embebigdo foi a cada 24 horas durante 15
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dias. Apds a mensuracdo do ganho de peso das sementes, determinou-se o
contetdo de agua para a confeccdo da curva de embebicéo.
Dessecacdo e curvas de secagem

Apo6s a determinacdo do conteddo de agua inicial do lote as sementes
foram submetidas a duas taxas de secagem selecionando para as avaliacGes
morfofisiolGgicas os seguintes contetdos de agua: 46,9 (inicial), 30, 20, 15, 10 e
5%. Para estimar a umidade das sementes durante a secagem utilizou-se a

férmula proposta por Hong e Ellis (1996):

{100 — CAi) .
= — x Mi
(100 — CAd)
Onde:
M: massa (g) no conteido de agua desejado;
Mi: massa (g) no contetdo de agua inicial;
CA.i: conteldo de agua inicial (% base umida);

CAd: contetdo de agua desejado (% base Umida).

Para garantir que as amostras apresentavam o0s conteldos de &gua
desejados, foram retiradas amostras controle e determinado o contelido de &gua
pelo método da estufa. A curva de secagem foi elaborada apds a determinacéo
dos periodos necesséarios para atingir os conteidos de &gua desejados nas
diferentes condigOes de secagem estudadas.

A secagem foi realizada em uma sala climatizada com uma temperatura

de 20 °C, sendo as taxas de secagem descritas a seguir:
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* Secagem rapida: as sementes foram acomodadas em uma rede plastica
permeavel e colocadas para secar em silica gel ativadas dentro de um recipiente
hermeticamente fechado. A silica gel foi trocada diariamente antes de ocorrer
mudanga na coloragéo do seu indicador de umidade.

* Secagem lenta: as sementes foram secas em recipiente hermeticamente
fechado contendo solugdes salinas capazes de manter a umidade relativa estavel
(Tabela 1). As solucBes salinas permaneceram no fundo do recipiente e as
sementes foram colocadas em camada Unica sobre uma tela sem tocar nas
solucBes. Além disso, utilizou-se silica gel nos ultimos dois dias de secagem

para que as sementes alcancassem 5% de umidade.

Tabela 1 Solugdes salinas usadas para realizar a secagem lenta de sementes de Genipa
americana.

Solugdo Salina Concentragéo Umidade Relativade  Tempo de
Equilibrio eXposicao
LiCl 5¢/100 mL 95% 96 horas
MgSQ,4--7H,0 Soluc¢do saturada 89% 96 horas
NaCl Soluc¢do saturada 75% 96 horas
Mg(NO3), Soluc¢do saturada 53% 744 horas
Silica Gel - 10% 48 horas

Fonte: Sun (2002)

Avaliacdo da viabilidade das sementes

Em todas as etapas do experimento as sementes foram submetidas a uma
pré-umidificagdo, visando minimizar possiveis danos de embebicdo. Ao alcancar
a umidade de interesse as amostras de trabalho foram dispostas em um Gerbox®
contendo tela e 4gua no fundo do recipiente. Em nenhum momento durante a
pré-umidificacdo as sementes entraram em contato direto com a &gua e as

mesmas permaneceram nesta condicéo por 24 horas, a 25 °C.
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Apos a pré-umidificacdo as sementes foram desinfestadas em hipoclorito
de sddio (1% por 10 minutos) e colocadas para embeber em dgua destilada.

O teste de germinacéao foi realizado em placa de Petri sobre duas folhas
de papel filtro umedecidas. Cada teste foi constituido por quatro repeticdes de 25
sementes, sendo conduzido em cdmara de germinagéo tipo BOD a 25 °C com
luz constante. Foram realizadas avaliagBes diarias da germinagdo, utilizando
como critério a protrusdo da radicula (>2,0 mm). A partir dessa avaliacdo foi
calculado o indice de velocidade de germinagdo (IVG) de acordo com
(MAGUIRE, 1962). Também foi avaliada a formagdo de plantulas normais aos

80 dias ap6s a embebigao.

Andalise da ultraestrutura

Visando verificar possiveis danos ao longo do processo de secagem
foram realizadas observag6es nos tecidos das sementes por meio da microscopia
eletronica de varredura e de transmissdo, sendo as amostras preparadas no
Laboratério de Microscopia Eletronica (LME) da UFLA.

Microscopia eletronica de varredura

As amostras foram preparadas de acordo com o protocolo descrito por
Alves (2004b). Para a fixacdo das amostras foram utilizadas dez sementes
inteiras, as quais foram acomodadas em tubos Eppendorff (2 ml) contendo uma
solucdo de Karnovsky modificado (glutaraldeido 2,5%; formaldeido 2,5% e
tampéo cacodilato de sédio 0,05 M, pH 7,2, CaCl, 0,001 M). Os tubos foram

incubados em geladeira por 72 horas em temperatura de 4 °C.
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Apos esta etapa, foi realizada a extracdo dos embrides e do endosperma
e preparados os cortes em diferentes sentidos, utilizando um bisturi (lamina
n°11) ou uma lamina de barbear. Em seguida as amostras foram lavadas em
tampédo caccodilato 0,05 M, pH 7,2 (trés vezes por dez minutos) e pés-fixadas
em solucdo de tetroxido de ésmio por 2 hora, sendo lavadas duas vezes em agua
destilada.

As amostras foram desidratadas em uma série crescente de acetona (25,
50, 75 e 100%) por 10 minutos em cada concentracdo, sendo as amostras
mantidas na concentracdo de 100% por trés vezes. Ap0s esta etapa, as amostras
foram submetidas a secagem em um aparelho de ponto critico modelo Bal-Tec.
Em seguida ocorreu a montagem das amostras em stubs seguida da metalizacdo
(banho de ouro) e posterior visualizacao.

A visualizacdo externa dos tecidos do embrido e do endosperma foram
realizadas em microscépio eletrénico de varredura (MEV) modelo LEO EVO 40

XVP, sendo as imagens registradas em velocidade de 10 v.

Microscopia eletronica de transmissao

As amostras foram preparadas de acordo com o protocolo descrito por
Alves (2004a) sendo fixados cinco eixos embrionarios em Karnovsky
modificado (glutaraldeido 2,5%; formaldeido 2% em tampédo sddio caccodilato
0,05 M; CaCl, 0,001 M, pH 7,2) por 24 horas. Apos a fixacdo as amostras foram
lavadas em tampdo caccodilato 0,05 M, pH 7,2 (trés vezes por dez minutos),
pos-fixadas em solugdo de tetroxido de dsmio por 4 horas, lavadas duas vezes
com &gua destilada e imersas em uma solucéo de acetato de uranila a 0,5% a 4

°C por 12 horas.
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As amostras foram lavadas em agua destilada e desidratadas em
gradiente de acetona (25%, 50%, 75%, 90% e 100% por trés vezes), sendo
infiltradas gradualmente com resina spurr/acetona nas concentracées: 30%/8 h;
70%/12 h e 100%/ 24 por duas vezes. Os embrides foram acomodados em
moldes de silicone e polimerizados a 70 °C durante 48 horas.

Os cortes ultrafinos foram obtidos no sentido transversal ao eixo
embrionario com auxilio de uma lamina de diamante em um ultramicr6tomo
Reichrt-Jung, sendo capturados em telas metalicas cobertas com formvar e
contrastadas com acetato de uranila e citrato de chumbo por trés minutos. A
visualizacdo da ultraestrutura do eixo embrionaria foi realizada em um
microscopio eletrénico de transmissdo (MET) Zeiss Mod. EM-109 a 80kV.

Andalise dos dados

O experimento de viabilidade das sementes foi montada em
delineamento inteiramente casualisado em esquema fatorial 2x5, sendo o fator a:
secagem rapida e lenta e o fator b: cindo contelidos de agua. Os dados de
germinacdo, plantulas normais e IVG foram submetidos ao teste de normalidade
(Shapiro-Wilk, p < 0,05), analise de variancia e teste de comparacdo de médias
(Scott-Knott, p < 0,05) no software SISVAR 5.3. As curvas de secagem e de
embebicdo foram confeccionadas com o auxilio do pacote estatistico Microsoft
Office Excel 2010°.
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Curva de Embebicéo
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A curva de embebicdo (Figura 1) apresentou padrdo trifasico bem

definido para sementes

recém-colhidas. A fase um foi evidenciada

aproximadamente até o 4° dia de embebicdo, a fase dois foi caracterizada a partir

do 5° dia iniciando a protrusdo radicular (fase trés) ap6s o 8° dia.
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Figura 1 Curva de embebicdo das sementes frescas de Genipa americana (as setas

indicam mudanca de fase).



Dessecacdo e curvas de secagem

Em ambos os métodos de secagem foram observadas uma perda acentuada
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no conteddo de agua até

aproximadamente 20% de umidade. Sementes submetidas a secagem rapida demoraram 332 horas para alcancar 5,4% de

umidade enquanto sementes secas lentamente levaram quase trés vezes e meia este tempo (1081 horas) para alcancar

cerce de 5,0% de umidade (Figura 2).
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Figura 2 Curvas de secagem das sementes de Genipa americana.
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Avaliagdo da viabilidade das sementes

Sementes frescas apresentaram 98% de germinacdo e de formagéo de
plantulas normais, entretanto, ap6s serem submetidas a secagem rapida
apresentaram queda significativa em ambas as variaveis (Tabela 2) pelo teste de
Scott-Knott (p < 0,05). A remocdo da agua para teores de umidade abaixo de
20,8% mostrou-se prejudicial para a viabilidade das sementes de Genipa
americana. Ao alcangar cerca de 10% de umidade foi observada uma perda
acentuada na qualidade fisiol6gica das sementes podendo ser considerado este o
ponto letal para esta espécie.

Com relagdo ao desempenho germinativo pode-se inferir que a secagem
rapida influenciou negativamente a velocidade com a qual ocorre a protruséo da

radicula, podendo ser observada a reducdo do IVG a partir de 30% de umidade.

Tabela 2 Efeito da perda de umidade na viabilidade de sementes de Genipa americana
submetidas a secagem rapida.

Umidade alvo Umidade Germinacdo Plantulas Normais  IVG
(%) Alcancada (%0) (%) (%)
46,9* 46,9* 98a* 98a* 1,59a*
30 30,5 91la 88a 1,35a
20 20,8 87a 87a 0,82b
15 15,6 68b 66b 0,67b
10 10,2 35¢ 23c 0,70b
5 5,4 10d 6d 0,21b
CV (%) - 16,67 17,83 8,84

Letras iguais nas colunas indicam auséncia de diferenca entre as médias pelo teste de
Scott-Knott (p<0,05). * Valores referentes a teste com as sementes frescas (controle).

Para sementes submetidas a secagem lenta a manutencdo da qualidade
fisiologica foi observada até 10,1% de umidade, ndo ocorrendo perda
significativa para germinagdo e plantulas normais em relacdo as sementes
frescas (Tabela 3). Apesar do exposto, foi observado novamente a uma queda no

indice de velocidade de germinacdo indicando novamente que a perda de agua
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abaixo de 30% de umidade afeta 0 desempenho germinativo das sementes desta
espécie.

Tabela 3 Efeito da perda de umidade no comportamento germinativo de sementes de
Genipa americana submetidas a secagem lenta.

Umidade Umidade Germinagéo Plantulas VG
(%) Alcancada (%) (%) Normais (%)
46,9* 46,9* 98a* 98a* 1,59*
30 30,1 91la 89 1,49
20 20,4 95a 93a 1,37b
15 15,1 91la 87a 1,34b
10 10,1 91la 84a 1,26b
5 5,1 49b 46b 0,35¢c
CV (%) - 12,07 16,43 4,39

Letras iguais nas colunas indicam auséncia de diferenca entre as médias pelo teste de
Scott-Knott (p<0,05). * Valores referentes a teste com as sementes frescas (controle).

Andlise da ultraestrutura

Os principais tecidos constituintes da semente de Genipa americana foram
caracterizados por meio da microscopia eletrdnica de varredura. O endosperma
das sementes frescas (controle) apresentou células tdrgidas em conformacéo
extremamente organizada com morfologia externa de prisma poligonal (Figura
3a) com paredes celulares integras e contetdo interno de reserva bem distribuido
(Figura 3b).

O eixo embrionario apresentou formato cilindrico com a ponta da radicula
arredondada, com células sem lesdes aparentes (Figura 3c), podendo ser
observada uma protoderme integra com células em formato retangular
arredondado (Figura 3d).



55

Figura 3 Eletromicrografia de varredura de tecidos das sementes frescas de Genipa
americana. (A) Detalhe externo das células do endosperma. (B) Corte transversal das
células do endosperma. cc — contetdo celular; pc — parede celular. (C) Detalhe da ponta
da radicula do eixo embrionario. (D) Detalhe externo das células da protoderme no eixo
hipocétilo/radicula.

Para sementes submetidas a secagem rapida foram observadas mudancas
ultraestrurais dos tecidos a partir de 10,2% de umidade (Figura 4). Neste
contedo de &gua o0 endosperma apresentou uma reducdo significativa do
volume externo das células de armazenamento (Figura 4a) ocorrendo uma
compactacdo no conteudo de reserva interno e um aumento noS espacgos
intercelulares (Figura 4b) decorrente do deslocamento das paredes celulares.

Com relagcdo ao eixo embrionario foram observadas mudangas na
conformagdo dos tecidos da ponta da radicula (Figura 4c-d), bem como,

alteragdes externas no volume das células da protoderme (Figura 4e).
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Figura 4 Eletromicrografia de varredura dos tecidos das sementes de Genipa americana
secas rapidamente até 10,2% de umidade. (A) Detalhe externo das células do
endosperma. (B) Detalhe interno das células do endosperma — setas mostrando espagos
intercelulares. (C) Ponta da radicula do eixo embrionério. (D) Detalhe da escamacédo
celular na ponta da radicula do eixo embrionério. (E) Configuragdo externa das células
da protoderme no eixo hipocétilo/radicula.

Ao atingir 5,4% umidade observou-se nitidamente as principais
mudangas ultraestrurais causadas pela remog¢éo da agua dos tecidos das sementes
de Genipa americana submetidas a secagem répida (Figura 5). A morfologia

externa das células do endosperma foi descaracterizada sendo visualizada de
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maneira expressiva a reducdo e a perda de turgidez das paredes celulares deste
tecido (Figura 5a-b).

O eixo embrionario também apresentou 0os mesmos danos evidenciados
na ponta da radicula para sementes secas até 10,2% de umidade (Figura 4c),
entretanto, a protoderme apresentou um enrugamento maior na extremidade da

radicula (Figura 5c-d).

100 pm
——

Figura 5 Eletromicrografia de varredura dos tecidos das sementes de Genipa americana
secas rapidamente até 5,4% de umidade. (A) Detalhe externo das células do endosperma.
(B) Detalhe interno das células do endosperma. (C) Ponta da radicula do eixo
embrionério. (D) Detalhe do enrugamento celular na ponta da radicula do eixo
embrionério.

Com relagdo a secagem lenta, as imagens realizadas pela microscopia de
varredura ndo demonstraram alteracOes ultraestruturais relevantes até 10,1% de
umidade para o endosperma (Figura 6a) e para a ponta da radicula do eixo

embrionério (Figura 6b) em comparagdo com as sementes frescas.
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Figura 6 Eletromicrografia de varredura dos tecidos das sementes de Genipa americana
secas lentamente até 10,1% de umidade. (A) Detalhe interno das células do endosperma.
(B) Ponta da radicula do eixo embrionario.

Contudo, ao atingir 5,1% de umidade, as sementes secas de forma lenta
(Figura 7) apresentaram alteracdes morfologicas em relacdo ao tratamento
controle (Figura 3).

O padréo observado no endosperma (Figura 7a, b) diferiu daquele visto
em sementes frescas (Figura 3a, b) em funcdo da reducdo do volume celular,
entretanto, ndo foi tdo drastico quanto o observado para o teor de umidade
similar na secagem rapida (Figura 5a, b).

No corte transversal foi observada a compactacdo do contetdo interno
de reserva, sem reducdo de volume aparente da parece celular e sem a presencga
de espagos intercelulares (Figura 7b).

O eixo embrionario apresentou indicios de danos de secagem na ponta
da radicula, sendo caracterizados pela desconfiguracdo morfologica da regido

apical com perturbacdes aparentes (Figura 7c-d).
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Figura 7 Eletromicrografia de varredura dos tecidos das sementes de Genipa americana
secas lentamente até 5,1% de umidade. (A) Detalhe externo das células do endosperma.
(B) Detalhe interno das células do endosperma. (C) Ponta da radicula do eixo
embrionario. (D) Detalhe das dobras celulares na ponta da radicula do eixo embrionario.

Buscando elucidar de maneira mais criteriosa possivel modificactes
ultraestruturais relacionados a velocidade de perda de agua das sementes,
observaram-se por meio da microscopia de transmissdo detalhes internos das
células da ponta da radicula.

Os embrides das sementes frescas (46,9% de umidade) apresentaram
células integras com forma arredondada, conteido interno organizado (Figura

8a) com presenga de vacuolos grandes e parece celular bem definida (Figura 8b).



Figura 8 Eletromicrografia de transmissdo das células da ponta da radicula do eixo
embrionario das sementes de Genipa americana. (A) Conformacdo celular de sementes
frescas - 46,9% de umidade. (B) Detalhe estrutural das células de embrides frescos — v —
vacuolo; pc- parede celular.

Sementes submetidas a secagem rapida apresentaram alteracdes
morfoldgicas das paredes celulares a partir de 10,2% de umidade (Figura 9a)
sendo observado o inicio de dobras e aumento nos espacos intercelulares,

contudo ndo foi observado o descolamento da plasmalema (Figura 9b).

P St
Figura 9 Eletromicrografia de transmisséo das células do eixo embrionério das sementes
de Genipa americana submetidas a secagem rapida até 10,2% de umidade. (A) inicio de
dobras na parede celular. (B) Detalhe estrutural da plasmalema das células do embrido.

Ao atingir 5,4% de umidade as sementes secas rapidamente

apresentaram imensas perturbagdes no padrdo das paredes celulares (Figura 10a)
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podendo ser observado a invaginacdo das dobras devido a reducdo do volume
celular, bem como, colapso celular (Figura 10b).

Figura 10 Eletromicrografia de transmissdo das células do eixo embrionario das
sementes de Genipa americana. (A) inicio de dobras na parede celular de sementes secas
rapidamente até 5,4 % de umidade. (B) Detalhe estrutural do colapso celular de embrido
seco rapidamente até 5,4% de umidade

Para sementes secas lentamente a um teor de umidade de 5,1% de
umidade também se observou o inicio de dobras nas paredes celulares (Figura

11a) e indicios de vacuolizacdo (Figura 11b).

Figura 11 Eletromicrografia de transmissdo das células do eixo embrionario das
sementes de Genipa americana. (A) Inicio de dobras na parede celular do eixo
embriondrio das sementes secas lentamente até 5,1% de umidade. (B) Indicios de
vacuolizagdo das células do eixo embrionario seco lentamente até 5,1% de umidade.
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4 DISCUSSAO

A perda de agua associada a velocidade com que ocorreu a remogao da
mesma aparenta ser um dos principais fatores que afetaram a viabilidade das
sementes de Genipa americana, principalmente quando estas foram submetidas
a secagem rapida. Este fato pode ser explicado, além de outros fatores, pela
ocorréncia de modificacGes ultraestruturais decorrentes da taxa de secagem que
causaram danos celulares irreversiveis e letais para as sementes quando
submetidas a entrada da dgua durante a embebicao.

De modo geral, Bewley e Black (1994) afirmaram gue sementes quando
passam pelo processo de embebicdo apresentam trés fases distintas. Na primeira
fase ocorre uma rapida absorcdo de agua e o aumento de massa da semente. Na
segunda fase acontece uma menor absor¢do de agua (estagnacdo) e a reativacao
dos processos metabdlicos, e Ultima fase ocorre novamente um aumento na
absorcdo de agua e a protrusdo radicular.

A curva de embebicdo para sementes frescas de G. americana
apresentou um padrdo trifasico corroborando com os resultados relatados por
Queiroz et al. (2012). De acordo com os autores a semente fresca (37,6% de
umidade) do jenipapeiro apresenta uma rapida absorcdo de agua até o 5° dia de
embebicdo (fase 1) com estabilizacdo do peso até o 12° dia e inicio da terceira
fase apds 18° dia.

A primeira fase da curva de embebicdo para as sementes frescas deste
estudo apresentou um padrdo similar ao encontrado pelos autores citados
anteriormente, com embebicdo acelerada até aproximadamente o 4° dia,
entretanto, foi observado uma antecipa¢do na protrusdo radicular (fase 3). Tal
fato pode ser explicado pela diferenca no contetido inicial de 4gua entre os lotes

estudados. Andrade (2000) e Souza et al. (1999) também relataram que as
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sementes do jenipapeiro quando postas para germinar em temperaturas na faixa
de 20 a 30 °C apresentam a protrusdo da radicula entre o 8° e 13° dia de
embebicéo.

A germinacgdo de sementes frescas de G. americana embebidas em agua
teve inicio a partir do 8° dia (25 °C, em luz constante) coincidindo com o0s
resultados encontrados por Queiroz (2009) para as mesmas condigbes de
incubagdo. O percentual de germinacdo final encontrado para as sementes
frescas deste estudo foi de 98% sendo o resultado encontrado pela autora em
torno de 90%. Prado Neto et al. (2007) verificaram que sementes frescas de
jenipapo submetidas a secagem na sombra por trés dias apresentaram
germinacdo de 91% (35% de umidade).

Carvalho e Nascimento (2000) ao estudarem a capacidade de tolerancia
a dessecacdo das sementes de G. americana submetidas a diferentes periodos de
exposicdo a uma camara de secagem (27+2 °C e 40+5% UR) contabilizando
uma germinacdo de 96% (plantulas normais) para sementes frescas (39,8% de
umidade). Apds expor as sementes por 24 horas as condi¢Ges relatadas
anteriormente, 0s autores obtiveram um teor de umidade de 10,3% e germinacao
acima de 50%, entretanto, ao continuar com a secagem por 72 horas as sementes
atingiram 6,2% de umidade e apresentaram a perda total da viabilidade.

Salomdo (2004) também em um estudo de dessecacgdo encontrou para as
sementes frescas de G. americana uma germinacao de 96% (umidade entre 44 a
46%). Ao realizar a secagem em silica gel das sementes por um periodo de 36
horas a autora atingiu 9,34+1,03% de umidade e 78% de germinacdo, todavia, ao
continuar com a secagem por 72 horas (6,72+0,25% de umidade) houve um
decréscimo na germinacdo para 29%.

Oliveira et al. (2011) ao pesquisarem dois ambientes de secagem (28 °C
com 75% UR e 33 °C com 70% UR) e diferentes periodos de exposicéo para as

sementes de Genipa americana L. encontraram uma germinacdo acima de 90%
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para sementes frescas (54 e 58% de umidade) desta espécie. Ao atingir 10% de
umidade (120 horas de secagem) as sementes submetidas ao primeiro ambiente
apresentaram uma germinacdo acima de 70%, contudo, para o segundo ambiente
no mesmo periodo de exposicdo, os autores encontraram 5% umidade e auséncia
de germinagdo, indicando que temperatura de secagem no segundo ambiente
aumentou a velocidade de remocdo da agua das sementes e influenciou
significativamente a viabilidade das mesmas.

O alto percentual de germinacdo para sementes recém-colhidas com
umidade acima de 30% juntamente com a perda parcial de viabilidade das
sementes ao longo da dessecacdo sdo duas caracteristicas comuns evidenciadas
em todos os estudos citados anteriormente. O mesmo comportamento também
foi observado para sementes submetidas a secagem rapida neste estudo (Tabela
2), entretanto, ao realizar a secagem lenta as sementes mantiveram-se viaveis até
10,1% de umidade iniciando a perda de viabilidade ao atingir 5,1% de umidade
(Tabela 3).

De acordo com Silva et al. (2007), presumidamente a secagem lenta
pode promover melhor tolerdncia a dessecacao devido ao tempo que é concedido
para a inducdo e a operacdo dos mecanismos de protecdo para a semente. Oliver
e Bewley (1997) sugeriram que a secagem rapida pode impedir 0s processos
ligados a recuperacdo sendo necessario um maior tempo para 0S reparos na
reidratacao.

Rosa et al. (2005), ao estudar o efeito de trés taxas de secagem (rapida,
intermediaria e lenta) em sementes de Coffea canephora, considerada de
comportamento intermediario, relataram que todas as velocidades de secagem
influenciam na germinacéo e no vigor das sementes, contudo, a maior redugédo
na qualidade fisiol6gica foi observada quando as sementes foram submetidas a

secagem rapida.
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José et al. (2011), ao estudar o efeito da secagem rapida e lenta em
sementes de Magnolia ovata, outra provavel espécie intermediaria, relataram
gue sementes secas rapidamente apresentaram menor germinagdo do que as
submetidas & secagem lenta para o mesmo contetido de agua (0,1 g H,0.g-Y).

Os resultados encontrados nesta pesquisa corroboram com os descritos
pelos autores citados anteriormente e contrastam com as recomendacBes de
secagem descritas na literatura para sementes de comportamento recalcitrante
(BERJAK; PAMMENTER; VERTUCCI, 1993; FU et al., 1990).

A taxa de secagem tem sido relatada como um dos fatores que afetam a
resposta de dessecacdo de sementes de espécies ortodoxas (BEWLEY; BLACK,
1994) e recalcitrantes (JOSE et al., 2011).

De acordo com Hong e Ellis (1996), a secagem de sementes visando
baixos conteidos de umidade deve ser realizada em menores temperaturas e de
forma relativamente rapida, mesmo quando a dessecacao for prejudicial para as
sementes. De acordo com 0s autores, para especies tropicais recalcitrantes como
Artocarpus heterophyllus, Hevea brasiliensis, Mangifera indica e Theobroma
cacao e espécies intermediarias como Carica papaya, Coffea ardbica e
Dipterocarpus intricatus recomenda-se a secagem em temperaturas proximas a
15 °C por serem mais seguras.

De acordo com Black e Pritchard (2002), a secagem das sementes pode
causar inumeros danos ultraestrurais nas células, incluindo a desnaturacdo de
proteinas, a cristalizacdo dos solutos e danos as membranas. Desta forma, a
capacidade de manter a integridade celular e de reparar os danos causados pela
secagem é de fundamental importdncia para que as sementes tolerem a
dessecacdo (PAMMENTER; BERJAK, 1999).

Em sementes ortodoxas um conjunto de mecanismos ja foi associado a
manutencdo da tolerancia & dessecacdo durante a perda desidratacdo dentre eles

destacam-se 0 acimulo de reservas, a redugdo de volume do vacuolo, a sintese
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de moléculas protetoras, a desdiferenciacdo intracelular, o desligamento
metabdlico, a deposicdo de proteinas LEA, a vitrificagdo e a presenca de
moléculas anfipaticas (PAMMENTER; BERJAK, 1999). Além disso, no
momento da reidratacdo, sementes secas devem apresentar mecanismos
eficientes de reparo celular para que as funcdes normais das células sejam
reestabelecidas. Tanto na secagem como na embebicdo a presenca, eficiéncia e
operacdo dos sistemas antioxidantes fazem-se necessarias para que ndo ocorra o
acumulo de radicais livres associados a donos e morte celular.

De acordo com lljin (1957), células de plantas que toleram a dessecacédo
devem suportar as tensdes mecanicas associadas a reducdo de volume celular, e
segundo Panza, Lainez e Maldonado (2004) isto pode ser conseguido em parte
por meio da vacuolizacdo. A secagem pode levar ao aumento na concentracdo
relativamente de solutos no interior dos vacuolos tornando-os sensiveis ao
inchaco osmotico apds a reidratacdo (PAMMENTER; BERJAK, 1999).
Vacuolos sdo essenciais para a manutencdo da homeostase no interior das
células (MARTY, 1999) e perda da integridade do tonoplasto € geralmente
considerada letal (MATILE, 1975; MURAI; YOSHIDA, 1998).

AlteracBes nas membranas celulares sdo citadas geralmente como as
principais lesdes ultraestruturais associadas a secagem (SENARATNA;
MCKERSIE, 1983, 1986), estando estas ligadas ao rearranjo fosfolipidico da
plasmalema (STAEHELIN; CHAPMAN, 1987) ou a remogdo excessiva das
membranas em resposta ao stress de secagem (STEPONKUS, 1984).

Sementes de G. americana secas rapidamente até 10,2% de umidade
apresentaram deslocamento da parede celular do endosperma e do embrido e ao
atingirem 5,4% de umidade com presenca de lise e colapso celular para ambos
os tecidos. Tais evidéncias servem para comprovar que sementes de G.

americana quando secas rapidamente apresentaram danos ultraestruturas,
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podendo-se inferir que para esta metodologia de secagem as sementes de
jenipapo ndo apresentaram um mecanismo eficaz de protecdo e reparo celular.
Sementes secas de forma lenta também apresentaram modificacbes nas
paredes celulares dos tecidos do embrido e de reserva quando submetidas a
baixos conteldos de &agua, entretanto, apresentaram menores mudancas se
comparadas as sementes secas de maneira rapida para conteldos de agua

semelhante.

5 CONCLUSOES

e As taxas de secagem afetaram de forma diferente a qualidade fisiol6gica das
sementes de G. americana havendo uma perda acentuada de viabilidade das

sementes submetidas a secagem rapida.

e O desempenho germinativo de sementes secas abaixo de 30% de umidade
foi menor em ambas as taxas de secagem se comparado ao de sementes

recém-colhidas.

e A ultraestrutura das sementes de G. americana secas rapidamente
apresentou maiores modificacBes se comparada ao das sementes secas

lentamente para conteidos de 4gua semelhantes.
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ARTIGO 02: Comportamento fisioldgico de sementes de Genipa americana
guanto a capacidade de tolerancia a dessecacéo e ao armazenamento

Resumo: Conhecer a capacidade de tolerancia a dessecacdo e a0 armazenamento
das sementes € fundamental para disponibilizar condi¢cBes adequadas que
mantenham a viabilidade apds a colheita. A velocidade de secagem é um dos
fatores que tém influenciado a resposta fisiolégica das sementes de inimeras
espécies. Ao que tudo indica Genipa americana apresenta sementes de
comportamento intermediario perdendo rapidamente a viabilidade apds 30 dias
guando secas e armazenadas em temperaturas negativas. Deste modo, buscou-se
verificar a capacidade de tolerancia a dessecacdo e ao armazenamento de
sementes de Genipa americana quando secas lentamente. Sementes com 47%
de umidade foram secas em solu¢des salinas até atingir 30, 20, 15, 10 e 5% de
umidade, testando-se a viabilidade. Ao atingir 10 e 5% de umidade as sementes
foram armazenadas a -18 °C e testou-se a viabilidade a cada 30 dias durante trés
meses. Sementes frescas apresentaram 98% de germinacdo sem perda
significativa de viabilidade até 10% de umidade. Sementes secas a 10 e 5% de
umidade tenderam a perder a viabilidade apds 30 dias de armazenamento sem a
perda total de germinacdo apés trés meses nestas condicdes. As sementes de
Genipa americana lentamente secas apresentaram uma maior tolerancia a
dessecacdo e ao armazenamento se comparada as informacBes descritas na
literatura.

Palavras-chave: Classificagdo fisiologica. Espécie florestal brasileira,

Jenipapeiro.
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ARTICLE 2: Physiological behavior of Genipa americana seeds regarding
the capacity for desiccation and storage tolerance

Abstract: Knowing the capacity for desiccation and storage tolerance of seeds is
fundamental to provide adequate conditions which maintain viability after the
harvest. Drying speed is one of the factors which have been influencing the
physiological response of seeds of various species. Literature reports that
Genipa americana seeds present intermediate behavior, quickly losing viability
if stores at negative temperatures. Thus, we aimed at verifying the effect of slow
drying over the capacity of desiccation and storage tolerance of Genipa
americana seeds. Seeds with 47% of humidity (recently harvested) were dried in
saline solutions up to 30, 20, 15, 10 and 5% of humidity, testing the viability. At
reaching 10 and 5% of humidity, they tended to lose viability after 30 days of
storage without the total loss of germination after three months in these
conditions. The slow drying increased the capacity for desiccation and storage
tolerance of the Genipa americana seeds if compared to the information
described in literature.

Keywords: Physiological classification. Brazilian forest species. Jenipapo plants.
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas tem ocorrido um aumento significativo na
quantidade de pesquisas relacionadas a classificacdo fisiologica das sementes
florestais brasileiras quanto a capacidade de tolerancia a dessecacdo e ao
armazenamento. Davide et al. (2003) relatam que tais estudos vém sendo
impulsionados pela crescente necessidade de sementes viaveis para suprir
programas de producdo ou de conservagao florestal.

Apesar dos esforcos em esclarecer tais conhecimentos ainda existe uma
grande lacuna de informacdes basicas relacionadas a tecnologia de sementes
florestais nativas as quais apresentam diferentes comportamentos fisiol6gicos
devido a grande diversidade ecolégica. O manejo correto ap6s a colheita
juntamente com o conhecimento do comportamento fisiol6gico das sementes séo
caracteristicas imprescindiveis para que seja possivel disponibilizar condi¢Ges
ideais para a manutencdo da viabilidade das sementes durante 0 armazenamento.

Kohama et al. (2006) relatam que inimeros estudos buscam melhorar as
condicdes de armazenamento utilizando técnicas que envolvam a secagem ou a
diminuicdo da temperatura buscando a redu¢do no metabolismo das sementes.
Além disto, Hong e Ellis (1996) destacam que para conhecer o comportamento
de sementes destinadas ao armazenamento é indispensavel verificar a tolerancia
a dessecagdo em temperaturas abaixo de zero.

Roberts (1973) foi o primeiro autor a propor duas categorias de
classificagdo de comportamento fisiologico para sementes secas e armazenadas.
De acordo com o autor sementes ortodoxas suportam a secagem (cerca de 5%) e
0 armazenamento em baixas temperaturas por longos periodos sem perda

significativa de viabilidade, em contrapartida, sementes recalcitrantes nao
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toleram estas condicbes o que acaba dificultando o armazenamento destas
espécies ao longo do tempo.

Ellis, Hong e Roberts (1990) posteriormente propuseram uma terceira
categoria de comportamento, introduzindo o termo intermediario para sementes
que apresentam toleram parcialmente a dessecagdo (10 a 7% de umidade) e
perdem rapidamente a viabilidade quando armazenadas em baixas temperaturas.

Dentro das Angiospermas a familia Rubiaceae ocupa o quarto lugar em
diversidade (MABBERLEY, 1997) com 637 géneros e aproximadamente 10.700
espécies (ROBBRECHT, 1988). Pertencente a esta familia e conhecido
popularmente como jenipapeiro, Genipa americana L. é uma espécie arborea
que ocorre naturalmente nas florestas neotropicais, desde o norte da Argentina
até o México (CARVALHO, 1994).

No Brasil 0 jenipapeiro é uma arvore de rapido crescimento encontrada
principalmente nas regides de clima guente e imido, como no extremo norte do
pais (varzeas amazonicas), nos estados de Sdo Paulo e Mato Grosso (florestas de
galeria) (CAVALCANTE, 1996; GIBBS; LEITAO FILHO, 1978).

G. americana é uma espécie que podendo ser empregada em projetos
paisagisticos e ornamentais (COSTA et al., 2005), na producdo de madeira para
fabricacdo de cabos de enxada, foice, machado, construcdo civil e naval
(LORENZI, 1992), ou em pomares comerciais para o consumo dos frutos in
natura ou para exploracdo de seus subprodutos (vinhos, licores, corantes),
farmacos e medicamentos populares (COSTA et al., 2005), podendo ser uma
alternativa de renda para os pequenas propriedades rurais.

Seus frutos possuem polpa suculenta, comestivel e aromatica
(DONADIO; NACHTIGAL; SACRAMENTO, 1998) tornando-se atrativos para
fauna em geral, além disso, a espécie suporta solos encharcados, motivos pelos
quais, recomenda-se a sua utilizagdo em programas de recuperagdo de matas
ciliares (VALERI; PUERTA; CRUZ, 2003). De acordo com a Prado Neto et al.
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(2007) o jenipapeiro pode ser propagado de forma sexuada (sementes) ou
assexuada (vegetativa), com predominancia para a primeira via.

Com relagdo a classificacdo fisioldgica das sementes de G. americana
apenas dois estudos relataram o comportamento das sementes quando a
capacidade de tolerancia a dessecacéo e ao armazenamento.

O primeiro trabalho publicado por Carvalho e Nascimento (2000) que
secaram as sementes frescas (39,8% de umidade) em um ambiente controlado
(27 £ 2 °C; UR 40 +5%) até 6,2% de umidade testando a viabilidade das
sementes antes e ap6s o armazenamento (-18 °C por 30 dias). As sementes
frescas apresentaram uma germinagéo acima de 90% com perda de viabilidade a
partir de 10,3% de umidade. Sementes armazenadas apresentaram uma grande
gueda no percentual germinativo quando armazenadas em teores de umidade
acima de 24,9%, com quase 50% de germinacgdo para sementes secas até 8,4%
de umidade. Adicionalmente os autores testaram a viabilidade das sementes a
um teor de umidade mais baixo (4,2%) antes e ap6s 0 armazenamento, contudo,
0s resultados culminaram na perda total de viabilidade.

O segundo estudo foi desenvolvido por Salomdo (2004) gque secou as
sementes recém-colhidas (51,5% de umidade) em silica gel até 6,3% de umidade
testando sua viabilidade antes e apds o armazenamento (24 horas a -20 °C). Ao
longo da secagem as sementes ndo armazenadas apresentaram perda de
germinacgdo de 99% para 33% quando secas até 0 menor contetdo de agua. Com
relagdo ao armazenamento o percentual maximo de germinagéo observado foi de
15% para semente com 8,6% de umidade ocorrendo a perda total da germinacéo
ao atingir 6,3% de umidade.

Em ambos os estudos os autores relatam que as sementes de G.
americana apresentam comportamento intermediario, contudo, estudos recentes
tém apontado que a velocidade de secagem tem afetado o comportamento das

sementes de inlmeras espécies e ao que tudo indica Carvalho e Nascimento
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(2000) e Salomao (2004) ndo levaram em consideracao este fator para realizar a
classificacdo de comportamento das sementes de G. americana.

Desta forma, com este estudo objetivou-se verificar a capacidade de
tolerdncia & dessecacdo e o armazenamento das sementes de Genipa americana

submetidas a secagem lenta em dois contetidos de agua.

2 MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Sementes Florestais
(LSF) do Departamento de Ciéncias Florestais da Universidade Federal de
Lavras (UFLA) durante o periodo de mar¢o a dezembro de 2012. Os frutos
foram obtidos de oito matrizes (fevereiro de 2012) no municipio de Lavras —
MG.

Foram coletados apenas frutos maduros (consisténcia mole e coloracédo
castanho-amarelo) dispostos no chdo. Apds a coleta os frutos foram
transportados para o galpdo de beneficiamento do Viveiro Florestal da UFLA,
onde permaneceram por 12 horas até o beneficiamento.

O despolpamento dos frutos foi realizado por meio da abertura e
remocdo manual da polpa que foi lavada em agua corrente sobre peneiras. Em
seguida, as sementes foram misturadas com areia Umida autoclavada e
esfregadas manualmente até a remocéo total do mesocarpo, sendo lavadas em
agua corrente e encaminhadas frescas para o LSF. Visando remover a agua
superficial das sementes, a mesmas foram dispostas em camada Unica sobre
papel toalha por duas horas em uma sala climatizada (20 °C; 60% UR).

O lote foi formado apenas por sementes maduras e sem danos visuais
sendo armazenado em saco plastico (dupla camada) e mantido em geladeira (4
°C). O tempo entre a coleta, beneficiamento e inicio dos testes foi de, no

maximo, 48 horas.
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Determinacdo do contetdo de dgua

A determinacdo do conteldo de &gua para todas as etapas do
experimento foi realizada pelo método de estufa 103 + 3 °C/17 horas (BRASIL,
2009). Utilizaram-se quatro repeticdes de cinco sementes inteiras, dispostas em
barquetes de papel aluminio, sendo a média dos resultados expressa em

porcentagem (base Gmida).

Avaliagdo da viabilidade

Em todas as etapas do experimento as sementes foram submetidas a uma
pré-umidificacdo, visando minimizar possiveis danos de embebicdo. Para isso,
as sementes foram dispostas em um Gerbox® contendo agua no fundo, sobre
tela, em camada Unica por um periodo de 24 horas a 25 °C na auséncia de luz.

Ap0s a pré-umidificacdo as sementes foram desinfestadas em hipoclorito
de s6dio (1%/10 minutos) e colocadas para germinar.

O teste de germinacdo foi realizado em placa de Petri contendo duas
folhas de papel filtro umedecidas. Cada teste foi constituido por quatro
repeticdes de 25 sementes, sendo conduzido em BOD a 25 °C com luz
constante. As sementes germinadas foram contabilizadas diariamente utilizando
a protrusdo da radicula (> 2,0 mm) como critério de germinacdo. O teste de
germinacdo teve duracdo efetiva de 80 dias quando foram contabilizadas as
plantulas normais.

Classificagdo das sementes quanto a tolerdncia a dessecacdo e ao

armazenamento
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Apo6s a determinacdo do conteddo de agua inicial do lote as sementes
foram submetidas secagem lenta até os seguintes conteidos de agua 30, 20, 15,
10 e 5%. Para estimar a umidade das sementes durante a secagem utilizou-se a
férmula proposta por Hong e Ellis (1996):

00 —ca)
T (100 — cad)

Onde:
M: massa (g) no conteido de agua desejado;
Mi: massa (g) no conteido de agua inicial;
CA.i: contetdo de agua inicial (% base Gmida);

CAd: contetido de agua desejado (% base imida).

Para garantir que as amostrar apresentavam os contelidos de &agua
desejados, foram retiradas amostras controle e determinado o conteldo de agua
pelo método da estufa. A curva de secagem foi elaborada apds a determinagéo
dos periodos necessarios para atingir os contetdos de agua desejados e a
dessecacdo foi realizada em uma sala climatizada a 20 °C.

As sementes foram dispostas em recipiente hermeticamente fechado
contendo solugBes salinas capazes de manter a umidade relativa estavel (Tabela
1). As solucdes salinas permaneceram no fundo do recipiente e as sementes
foram acomodadas em camada Unica uniforme sobre uma tela sem tocar nas
solucBes. Ao final da secagem (48 horas) utilizou-se silica gel para que as

sementes atingissem 5% de umidade.
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salinas utilizadas para secar lentamente as sementes de Genipa

Solucéo Salina Concentracdo em Umidade Relativa de Tempo de
H,0 Equilibrio exposicao
LiCl 5 g/100 mL 95% 96 horas
MgSO,--7H,0 Solucdo saturada 89% 96 horas
NaCl Soluc¢do saturada 75% 96 horas
Mg(NOs), Solugéo saturada 53% 744 horas
Silica Gel - 10% 48 horas

Fonte: Sun (2002)

Aa atingirem 10 e 5% de umidade as amostras de sementes foram

acomodadas em recipientes herméticos e armazenadas a -20 °C de acordo com o

protocolo de classificar de sementes quanto a capacidade de tolerancia a

dessecagdo e ao armazenamento proposto na Figura 1:

| Determinacio do conteddo de agua e viabilidade |

!

| Secar até 10-12% de conteddo de agua |

'

A maioria das
sementes morre

4—< Determinar a viabilidade }—b

¥

A maioria das
sementes morre

A maioria das
sementes sobrevive

.

Secar as sementes até 5% de
contendo de agua

.

‘—< Determinar a viabilidade

'

A maioria das sementes
sobrevive

'

Armazenamento hermético
a -20°C por 3 meses

'

A maioria das
sementes morre

d—l Determinar a viabilidade |

| RECALCITRANTE |

| INTERMEDIARIA |

!

A maioria das
sementes sobrevive

ORTODOXA

Figura 12 Protocolo utilizado para a classificagdo fisioldégica de sementes quanto a
tolerancia & dessecacdo e ao armazenamento. Fonte: Hong e Ellis (1996)



83

Adicionalmente observou-se 0 comportamento das sementes durante o
periodo de armazenamento realizando ensaios de viabilidade em periodos ndo
propostos no protocolo original. Desta forma, ao atingir 10% e 5% de umidade
as sementes foram armazenadas por 1, 2 e 3 meses testando-se a viabilidade ao
final destes periodos.

Analise dos dados

O experimento de viabilidade das sementes foi montada em
delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 2x3, sendo o fator a:
dois contetidos de agua o fator b: trés periodos de armazenamento.

Os dados de germinacdo e plantulas normais das sementes nao
armazenadas foram submetidos ao teste de normalidade (Shapiro-Wilk, p <
0,05), ANAVA e teste de comparacdo de médias (Scott-Knott, p<0,05). Os
dados de secagem, bem como, os de germinacdo e de plantulas normais das

sementes armazenadas foram submetidos a analise de regressao.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O conteldo de &gua das sementes recém-colhidas (47% de umidade)

diminui progressivamente ao longo da secagem (Figura 2) atingindo 10% de

umidade apds 1007 horas e 5% de umidade em 1081 horas.

50
45

Teor de umidade (% base umida)

40 A
35 4
30 A
25 A
20 4
15
10

y = 2E-05x2 - 0,0639x + 47,272
R?=0,9744
4 Secagem Lenta

+

0 200 400 600 800 1000 1200

Periodo de secagem (horas)

Figura 13 Contetido de 4gua das sementes de G. americana L. em funcéo da secagem

lenta.

As sementes recém-colhidas iniciaram protrusdo radicular a partir do 8°

dia atingindo 98% de germinacdo e de producéo de plantulas normais (Tabela 2)

corroborando com os resultados descritos por Queiroz et al. (2012). Ao longo da

secagem o percentual de germinacdo e de plantulas normais ndo diferiu

estatisticamente (teste de Scott-Knott - p<0,05) até cerca de 10% de umidade

indicando a manutencéo da viabilidade das sementes até este conteido de agua.
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Tabela 2 Efeito da perda de umidade no comportamento germinativo de sementes de
Genipa americana submetidas a secagem lenta.

Teor de umidade (%0) Germinacéo (%) Plantulas Normais (%6)

Q7 ‘98a* ‘98a*

30 9la 89a

20 95a 93a

15 9la 87a

10 9la 84a

5 49b 46b
CV (%) 12,07 16,43

Letras iguais nas colunas indicam auséncia de diferenca entre as médias pelo teste de
Scott-Knott (p<0,05). * Valores referentes a teste com as sementes frescas (controle).

Na literatura inimeros estudos relatam que sementes do jenipapeiro
recém-colhidas e postas para germinar apresentam um elevado percentual de
germinagio (OLIVEIRA et al., 2011; QUEIROZ et al., 2012; SALOMAO,
2004) com perda parcial de viabilidade a medida que as sementes sdo
dessecadas.

Sementes secas até 5% de umidade apresentaram necroses na ponta da
radicula e presenca de exudados do endosperma. De acordo com Pammenter e
Berjak (1999) a perda de germinacdo para sementes secas pode estar associada a
falta de mecanismos eficientes ligados a tolerancia a dessecacdo ou de
mecanismos de reparo de danos no momento da embebicao.

O método de secagem lento proporcionou um aumento na capacidade de
tolerdncia a dessecacdo das sementes de G. americana se comparado aos
resultados encontrados por Oliveira et al. (2011) e Salomdo (2004) para esta
mesma espécie em conteldos de dgua semelhantes. Os beneficios da secagem
lenta também foram relatados para outras espécies com sementes intermediarias
assim como é o caso da Magnolia ovata (JOSE et al., 2011) e Coffea canephora
(ROSA et al., 2005) que apresentaram menor sensibilidade a dessecacdo a

conte(idos de 4gua mais baixos.
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Sementes secas até 10% de umidade apresentaram uma elevada
protrusdo radicular antes do armazenamento, contudo, apds 30 dias a -18 °C
tenderam a perder viabilidade (Figura 3). Esta tendéncia também foi evidenciada
para sementes secas até 5% de umidade, entre tanto, em menor proporcéo se
comparada com as sementes secas a 10% de umidade. Apesar do exposto, em
nenhum dos dois conteudos de umidade citados anteriormente foi observada a

perda total de germinacado apos trés meses de armazenamento.

100
80 A
B0 A

o TUS%
® TU10%

E 70 y = 0,0053x*-0,8783x + 89,65
R?=0,9576

o 60 ’

g l

g m

E 40 -

]

6] 30 v = 0,0014x2-0,235x + 48,95
20 - R?=0,9992

10 ~

Q 10 20 30 40 50 60 70 80 S0 100

Periodo de armazenamento (dias)

Figura 14 Germinacdo de sementes de Genipa americana secas (10 e 5% de umidade) e
armazenadas em diferentes periodos.

A producdo de plantulas normais (Figura 4) também foi afetada ap6s 30
dias de armazenamento para as sementes secas a 10 e a 5% de umidade havendo
uma maior tendéncia de perda de viabilidade para sementes secas ao contetido
de &gua de 5%. Essa tendéncia provavelmente pode ser explicada pela
intensificacdo dos danos ao embrido relatados anteriormente para este contetudo
de &gua antes do armazenamento, entre tanto, as sementes ndo apresentaram

letalidade total ap6s 90 dias de congelamento.
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Figura 15 Plantulas normais de sementes de Genipa americana secas a 10 e 5% de
umidade e armazenadas em diferentes periodos.

Carvalho e Nascimento (2000) relataram que o efeito deletério do
congelamento sobre a viabilidade das sementes de jenipapo esta,
fundamentalmente, associado ao maior ou menor grau de sensibilidade que as
sementes manifestam quando expostas em diferentes niveis de umidade a
temperatura de -18 °C.

Em espécies tropicais com sementes intermedidrias a perda de
longevidade ap6s a dessecacdo (7-10% umidade) e o armazenamento em
temperaturas abaixo de 10 °C ja foi relatada (ELLIS et al., 1991; ELLIS;
HONG; ROBERTS, 1991a, 1991b; HONG; ELLIS, 1992).

Salomdo (2004) ao estudar a longevidade das sementes G. americana
em trés temperaturas de armazenamento (5, 10 e 15 °C) durante 12 meses
constatou que sementes armazenadas com elevados conteldos de agua (38 e
42%) perderam quase que totalmente a viabilidade apds seis meses de
armazenamento. Em contrapartida, sementes secas a 11% de umidade
mantiveram-se aptas a germinar ap6s um ano de armazenamento em todas as
condigdes testadas.
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Desta forma, fica evidente a importancia reducdo do conteido de dgua
juntamente com condicdes de armazenamento para a preservacdo da qualidade
fisiologica das sementes de G. americana. Em sementes sensiveis a dessecacao
e ao armazenamento a manutencdo da viabilidade ainda é um dos maiores
desafios enfrentados por pesquisadores e bancos de conservagdo de
germoplasma. De acordo com Viggiano et al. (2000), o contetdo de agua, a
temperatura, umidade relativa do ar e o tipo de acondicionamento utilizado séo
os principais fatores que podem afetar qualidade das sementes durante o
armazenamento.

De acordo com Hong e Ellis (1996), sementes destinadas a longos
periodos de armazenamento devem ser previamente secas e suportar baixas
temperaturas no armazenamento, especialmente temperaturas sub-zero. Ao que
tudo indica a secagem lenta até 10% de umidade atendeu a este pressuposto
durante o armazenamento, agora basta saber qual é o periodo maximo em que as
suportam estas condicGes.

A perda de viabilidade das sementes secas lentamente durante o
armazenamento assemelha-se com o comportamento fisioldgico das sementes do
cafeeiro, mamoeiro e dendezeiro (ELLIS; HONG; ROBERTS, 1990, 1991a,
1991b) em termos de sensibilidade a dessecacdo e ao armazenamento 0 que
serve para confirma que sementes de G. americana apresentam comportamento

intermediario.

4 CONCLUSOES

A secagem lenta aumentou o tempo de viabilidade das sementes de G.
americana ap6s 0 armazenamento em baixa temperatura, este fato ainda nao

havia sido relatado até o momento, devendo ser realizados novos estudos para
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evidenciar as possiveis causa do efeito da secagem lenta sobre a longevidade das
sementes desta espécie.
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