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RESUMO

VICENTE, Dalciana. Dorméncia, secagem, armazenamento e sanidade de
sementes de Ocotea puberula (Rich.) Nees. 2014. 56 f. Dissertacdo (Mestrado em
Engenharia Florestal — Area: Engenharia Florestal) — Universidade do Estado de Santa
Catarina. Programa de P6s-graduacao em Engenharia Florestal, Lages, 2014.

Objetivou-se com este trabalho determinar tratamento eficiente para superacdo de
dorméncia, verificar o comportamento das sementes durante secagem e
armazenamento, averiguar método eficiente para deteccdo de patdbgenos em
sementes de Ocotea puberula e da assepsia, ou ndo, das sementes antes da
deteccdo dos patdégenos e quais géneros fungicos infestam sementes desta espécie.
Foram utilizadas sementes colhidas em cinco municipios do Estado de Santa Catarina
(Fraiburgo, Joacaba, Curitibanos, Ponte Alta e Brundpolis). Para a superacdo da
dorméncia, foram testados trés tratamentos, além da testemunha: 1 - sementes sem o
tegumento; 2 - acido sulfdrico por 5 minutos e 3 - secagem das sementes a 25 °C por
12 horas. Apoés a utilizac@o dos tratamentos, as sementes foram submetidas ao teste
de germinacdo em caixas gerbox sob substrato de papel mata borrdo, em BOD a 30
°C. Foram utilizadas 4 repeticdes de 20 sementes por tratamento/lote. Em relacédo aos
tipos de secagem, sementes com teor de agua inicial de 38% foram secas até 18%,
com gradientes de 2%, em estufa (35 °C) e em dessecador com silica-gel (25 °C).
Apo6s cada secagem, foram determinados o teor de agua e a viabilidade (testes de
tetrazdlio e germinacdo). No estudo de armazenamento, as sementes foram
armazenadas com e sem fruto, em camara fria (UR 40% e Temp. 10 + 2 °C), pelos
periodos de 0, 3, 6 e 9 meses. A cada intervalo de tempo, foram determinados o teor
de agua, a integridade do DNA e a viabilidade das sementes, por meio dos testes de
germinacdo e tetrazélio. A determinacdo da sanidade das sementes foi realizada por
meio do meio de cultura BDA, meio de cultura V8 e método “Blotter Test”. Em cada
teste, foram utilizadas sementes com e sem assepsia (desinfestagdo com hipoclorito
de sdbdio e éalcool), totalizando 80 sementes para cada teste. A incubacdo das
sementes foi realizada em camara com temperatura controlada a 22 °C +3 °C, com
fotoperiodo de 12 horas, durante sete dias, quando ocorreu a avaliacao e identificacdo
dos fungos. Foi observado que sementes sem o tegumento iniciaram a germinacao
apos 14 dias do inicio do teste, com estabilizacdo do estande aos 36 dias, com
resultados médios de 71% de germinacdo. Nao foi observada germinacdo para
sementes dos demais tratamentos e testemunha, em todos os lotes utilizados. Em
relacdo a secagem, foi observado que até 32% de umidade ndo houve alteracéo na
gualidade das sementes, independente do tipo de secagem, sendo verificada
significativa perda de germinagdo apds esse valor. Sementes de Ocotea puberula
perderam sua viabilidade ap6s 3 meses de armazenamento, com ou sem fruto. Foram
observados nove géneros fungicos: Penicillium sp., Phomopsis sp., Epicocum sp.,
Curvularia sp., Colletotrichum sp., Aspergillus sp., Alternaria sp., Fusarium sp. e
Trichoderma sp. Conclui-se que o método de retirada do tegumento é eficiente na
superacdo da dorméncia de sementes de Ocotea puberula e que o tipo de secagem
ndo influencia na qualidade dessas sementes; porém, a redugdo do teor de agua
abaixo de 32% prejudica a germinacdo. Sementes de Ocotea puberula perdem sua
viabilidade apés 3 meses de armazenamento em camara fria e os meios agarizados
foram mais sensiveis para a detec¢do de fungos infestantes nas sementes e a
assepsia das sementes com hipoclorito de sédio e alcool reduz a incidéncia desses
fungos, sendo indicado quando se realiza teste de sanidades com sementes dessa
espécie.

Palavras-chave: Canela-guaica, germinacdo, semente recalcitrante, integridade do
DNA, sanidade de sementes.



ABSTRACT

VICENTE, Dalciana. Dormancy, storage, drying and seed health of Ocotea
puberula (Rich.) Nees. 2014. 56 f. Dissertation (Master in Forest Engineering — Area:
Forest Engineering) — Santa Catarina State University. Forestry Engineering Graduate
Program, Lages, SC. 2014.

The objective of this work was to determine effective treatment for breaking dormancy,
check the behavior of the seed during drying and storage, investigate efficient method
for detection of pathogens in seeds of Ocotea puberula and aseptic or not, the seeds
prior to detection of pathogens and which genera of fungi infest seeds of this species.
Seeds harvested in five municipalities of Santa Catarina (Fraiburgo Joacaba,
Curitibanos, Ponte Alta and Brundpolis) were used. To break dormancy, three
treatments were tested, and the control: 1 - seeds without testa; 2 - sulfuric acid for 5
minutes, 3 - drying the seeds at 25 °C for 12 hours. After use of the treatments, the
seeds were subjected to germination test seedling boxes under substratum of blotting
paper in BOD at 30 °C. 4 replicates of 20 seeds per treatment/lot were used. The kinds
of drying seeds with an initial moisture content of 38% was dried to 18% with gradient
of 2% in stove (35 °C) in a desiccator with silica gel (25 °C). After drying, we
determined the water content and viability (tetrazolium and germination tests). In the
study, the seeds were stored with and without fruit in cold storage (40% RH and Temp.
10 + 2 °C) for periods of 0, 3, 6 and 9 months. At each time interval were determined
water content, DNA integrity and viability of seed germination through and tetrazolium
tests. Determination of sanity seeds was performed using the PDA medium culture, V8
medium culture and "Blotter Test” method. With and without seed disinfection
(disinfection with sodium hypochlorite and alcohol) for a total of 80 seeds for each test
were used in each test. The seed incubation was performed in a chamber with
controlled temperature of 22 °C + 3 °C with a photoperiod of 12 hours for seven days
when the assessment and identification of fungi has occurred. It was observed that
seeds without testa started germination after 14 days of the start of the test, with
stabilizing stand at 36 days, with average scores of 71% germination. Not was
observed seed germination for other treatments and control in all lots used. Regarding
drying, it was observed that up to 32% humidity no change in seed quality, regardless
of the type of drying and verified significant loss of germination after this value. Seeds
of Ocotea puberula lost their viability after 3 months of storage, with or without fruit.
Nine genera of fungi were observed: Penicillium sp., Phomopsis sp., Epicocum sp.,
Curvularia sp., Colletotrichum sp., Aspergillus sp., Alternaria sp., Fusarium sp. and
Trichoderma sp. We conclude that the method of seed coat removal is effective in
breaking dormancy of seeds of Ocotea puberula and the type of drying does not affect
the quality of the seed; however, reducing the water content below 32% decreased
germination. Seeds of Ocotea puberula lose their viability after 3 months of storage in
cold chamber and agarized media were more sensitive for the detection of fungi weed
in seed and seed disinfection with sodium hypochlorite and alcohol reduces the
incidence of these fungi, is indicated when conducts sanity test with seeds of this
species.

Keywords: Canela-guaicd, germination, recalcitrant seed, DNA integrity, sanity seeds.
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1 INTRODUCAO GERAL

A espécie Ocotea puberula se destaca pela importancia ecolédgica, por ser
pioneira, apresentar abundante frutificacdo, sendo consumida por passaros, e por ser
importante para recuperagdo de areas degradadas (BACKES; IRGANG, 2002). Sua
propagacao € via seminal, sendo a viabilidade das sementes baixa e sua germinagéo
desuniforme (MOURA-COSTA et al. 1993); além disso, segundo Mori et al. (2012),
suas sementes sao classificadas como recalcitrantes, ou seja, sementes intolerantes a
dessecacdo, de longevidade curta e que nao resistem baixas temperaturas durante o
armazenamento. As sementes recalcitrantes apresentam maior dificuldade de
armazenamento em comparacao as sementes ortodoxas, devido a alta sensibilidade a
perda de agua; portanto, ha necessidade de armazenamento sob condi¢bes de alta
umidade. Esta situacdo predispfe ao ataque de microrganismos e ainda pode ocorrer
germinacgéo durante o periodo de armazenamento (MARCOS FILHO, 2005).

Além de problemas para a conservacdo de suas sementes, a espécie nao
possui constancia na frutificacdo (MOURA-COSTA et al., 1993), seus frutos sintetizam
substancias que impedem a germinacdo (RANDI, 1992) e suas sementes possuem
dorméncia (BIANCHETTI; RAMOS, 1983).

Dificuldades para a germinacdo e conservacao de sementes englobam varias
espécies florestais e podem estar ligadas a diferentes fatores, como, por exemplo:
dorméncia desconhecida para sementes da espécie, presenca de pragas e doencas,
manejo incorreto das sementes com recalcitrancia, secagem a niveis elevados que
causam morte ao embrido ou o excesso de umidade que pode ocasionar a morte pela
fermentacdo da semente.

Como alternativa para a producdo de mudas dessa espécie se faz necessério
selecionar 0 método mais eficiente para superar a sua dorméncia, que ainda é de
causa desconhecida. Para a espécie Ocotea puberula, Randi (1982) concluiu em suas
pesquisas que a germinacado de sementes dessa espécie fica condicionada a liberagéo
da mesma na natureza, através de degradacdo ou de sua ingestdo por animais. As
sementes desta espécie também apresentam dorméncia fisiolégica, por isso devem
sofrer escarificacdo acida por cinco minutos em acido sulfdrico (BIANCHETTI,
RAMOS, 1983; FLORIANO, 2004). Mori et al. (2012), indica para esta espécie
escarificacdo mecanica, seguida de estratificacdo em areia Umida por 60 a 120 dias.
Sem o tratamento de superacdo da dorméncia, a germinacdo € desuniforme,
prolongando-se por até um ano.

Para Randi (1992) os frutos de Ocotea puberula sintetizam substancias que
impedem a germinacgdo, uma alternativa possivel seria armazenar as sementes dentro
do fruto, para tentar maximizar o tempo de viabilidade ao longo do armaze namento.

O estudo da sanidade destas sementes também poderia ser uma alternativa
para aumentar o tempo de armazenamento e a produ¢do das mudas desta espécie,
pois para Verchiato (2010), entre os fatores que podem afetar a qualidade das
sementes florestais estdo sem dlvida os de carater fitossanitario, entre 0s quais se
destacam os fungos.

Objetivou-se com este trabalho determinar tratamento eficiente para a
superacao de dorméncia, verificar o comportamento das sementes durante secagem e
armazenamento, averiguar meétodo adequado para deteccdo de patdgenos em
sementes de Ocotea puberula, da assepsia, ou ndo, das sementes antes da detecgao
dos patdgenos e quais géneros fungicos infestam sementes desta espécie.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Ocotea puberula Rich. Ness

Conhecida popularmente por canela-guaica, canela-sebo, guaica, canela
parda, canela-de-corvo e canela-pimenta, a Ocotea puberula Rich. Ness (Lauraceae) é
uma planta perenifélia, presente na Floresta Ombréfila Mista, Floresta Ombrofila
Densa Sub-Montana, Floresta Estacional Decidual e Semidecidual, além da Selva
Misionera e Selva Tucumana-Boliviana (CARVALHO, 1994). Possui ampla distribuicédo
geografica na América do Sul, desde as Guianas, Venezuela e Coldmbia, até a
Argentina e Uruguai. No sul do Brasil habita todas as regides fisiograficas, sendo uma
das mais importantes na sucessdo secundaria das florestas nativas (MARCHIORI,
1997).

Segundo Carvalho (2003), sua arvore atinge altura de 15 a 25 metros em
plantas adultas. Tronco de 20 a 60 cm de diametro, normalmente reto e cilindrico,
fuste de até 12 m. Copa ampla, umbeliforme e com densa folhagem sempre verde. A
casca tem espessura de até 30 mm, rugosa e castanho acinzentada, com pequenas
fendas e lenticelas grandes. As folhas sdo simples, alternas glabras e pecioladas (2 a
3 cm), margem ondulada, subcoridceas, quando maceradas tem um cheiro
caracteristico tornando-se pegajosas.

Planta didica com flores unissexuadas, pequenas, cor branca a bege,
agrupadas em densas paniculas axilares multifloras que floresce no més de marco em
Santa Catarina. Os frutos sé@o do tipo drupa sub-globosa, preto azulado, com 6 a 7 mm
de diametro, possuem um pequeno muacron apical e clpula pequena, quase plana, de
margem ondulada e cor vermelha e a frutificacdo ocorre nos meses de dezembro a
fevereiro. As sementes sao elipticas de cor marrom-escuras com estrias pretas de 10
mm de comprimento. O numero de sementes por quilo € de aproximadamente 7.500 a
7.861 (EIBL et al.,1994; CARVALHO, 2003).

Como importancia econdmica € possivel listar: usos em quimica aplicada
(IACOBUCCI et al., 1951; BARALLE et al., 1972; FARAGO et al, 2010;
MORTRUCCHIO et al., 2012), medicinal (BACKES; IRGANG, 2002; MARQUESINI,
1995), madeireiro (RIZZINI et al. 1976), recuperacdo de areas degradadas e plantios
comerciais (MONTAGNINI et al.,1992; FERNANDEZ et al.,1997; ZANGARO et
al.,2000; ZANGARO et al.,2003; MONTAGNINI et al.,2006).

A producdo de mudas desta espécie € feita via seminal e € limitada devido a
caracteristicas intrinsecas da espécie. Os frutos da O. puberula sintetizam substancias
gue inibem a germinacdo das sementes, conforme Randi (1982), que concluiu que
esses inibidores poderiam atuar no impedimento da germinacdo das sementes dessa
espécie dentro dos frutos.

As sementes da canela guaicA sdo de comportamento recalcitrante ao
armazenamento (Eibl et al., 1994), perdendo totalmente a viabilidade em ambiente n&o
controlado em trés meses, sendo dificil a sua conservacédo. Segundo Reitz et al., 1978,
os frutos de O. puberula sdo freqlientemente atacados, ainda na arvore, pelo fungo
Botryoconis palida, reduzindo consideravelmente a produgcé@o de sementes férteis.

2.2 DORMENCIA DE SEMENTES

Para Baskin; Baskin (2004), sementes que ndo tém a capacidade de
germinarem em um periodo especifico de tempo (variando de dias a meses conforme

12



a espeécie), sob qualquer combinacdo dos fatores ambientais e fisicos normais
(temperatura, luz etc), que sdo favoraveis para a sua germinacdo, sdo consideradas
sementes dormentes. BASKIN; BASKIN (2004) descrevem cinco causas de
dorméncia: fisioldgica, onde semente é dispersa com o embrido imaturo; morfologica,
semente dispersa com embrido diferenciado, porém subdesenvolvido quanto o
tamanho; morfofisiol6gica, embrido subdesenvolvido e algum componente fisiolégico
gue requer tratamento para a superacdo da dorméncia; fisica, quando ha algum
impedimento fisico para a entrada de agua; e fisicatfisiologica ou dorméncia
combinada; onde ha o bloqueio fisico da entrada de agua e embrido imaturo.

O impedimento estabelecido pela dorméncia, segundo Fowler (2000), constitui-
se numa estratégia benéfica, pela distribuicdo da germinacdo ao longo do tempo,
aumentando a probabilidade de sobrevivéncia da espécie. Entretanto, a dorméncia
pode dificultar a produgcédo de mudas, sendo necessario o uso de métodos adequados
para sua superacéo.

As Regras para Andlise de Sementes (BRASIL, 2009) indicam tratamentos
para superacdo da dorméncia de sementes, como armazenamento em locais secos,
nitrato de potassio, acido giberélico, luz, embebicdo, escarificacdo mecanica e
guimica. Entretanto a escolha do método depende das causas da dorméncia e da
espécie.

Bilia et al., (1998) em diaspo6ros de Ocotea corymbosa (Meissn.) Mez afirmam
gue a excisao do embrido mostrou ser um método eficiente para antecipar o inicio da
germinagcdo. Fowller; Bianchetti (2000) em sementes de erva-mate (llex
paraguariensis) recomendam a estratificacio em areia Umida por 150 dias para
superar a dorméncia embrionaria desta espécie. Jayasuriya et al. (2013), estudando
100 espécies com dorméncia, indicam para sementes de Sesbania (Sesbania
grandiflora, Sesbania rostrata e Sesbania sesban), escarificacdo manual.

Randi (1982) concluiu em suas pesquisas que a germinacdo de sementes de
Ocotea puberula fica condicionada a liberagdo da mesma na natureza, através de
degradacdo ou de sua ingestdo por animais. Segundo Bianchetti; Ramos (1983), as
sementes desta espécie apresentam dorméncia fisiolégica, por isso devem sofrer
escarificacdo acida por cinco minutos em &cido sulfdrico. Sem o tratamento de
superacdo da dorméncia, a germinacado € desuniforme, prolongando-se por até um
ano. Este estudo foi reafirmado por Floriano (2004), que indicou como quebra de
dorméncia desta espécie o uso de acido sulfarico pelo mesmo periodo de tempo.

2.3 SECAGEM E ARMAZENAMENTO DE SEMENTES

Roberts (1973) dividiu as sementes em dois grupos distintos, que considerava
basicamente, a intolerancia a dessecacdo, a curta longevidade e a intolerancia as
temperaturas baixas de um grupo de sementes, entdo denominadas recalcitrantes, em
contraste com as ortodoxas. Posteriormente, Ellis et al. (1990) definiram uma terceira
categoria, as intermediarias, que séo relativamente tolerantes a dessecacéo, mas que
nao resistem a remocgdo de 4gua nem ao armazenamento em baixas temperaturas até
0s niveis tolerados pelas ortodoxas.

Sementes recalcitrantes ndo podem perder grande porcentagem de agua ou
serem armazenadas por periodos que excedam algumas semanas ou meses, 0 que
representa um desafio para sua conservacdo ex situ (MARCOS FILHO, 2005). No
momento da disperséo, apresentam alto conteudo de agua, estdo metabolicamente
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ativas e, em muitos casos, iniciando a germinagdo (KERMODE; FINCH-SAVAGE,
2002).

Apesar das sementes recalcitrantes ndo tolerarem a perda de agua, a secagem
pode ser realizada até niveis seguros, que dependem da espécie. Assim, na
dessecacdo de sementes recalcitrantes devem ser considerados o grau de umidade
de seguranca, o grau de umidade critico e o grau de umidade letal para cada espécie.
O grau de umidade de seguranca corresponde aquele que podera ser atingido com a
secagem sem prejuizos a viabilidade das sementes (HONG; ELLIS, 1992); o grau de
umidade critico refere-se ao valor no qual é detectado o inicio da perda da viabilidade
(ANDRADE; CUNHA, 1996), ja o letal equivale ao ponto a partir do qual todas as
sementes perdem a viabilidade (HONG; ELLIS, 1992).

A forma de secagem pode influenciar a resposta de sementes recalcitrantes a
dessecacdo (WESLEY-SMITH et al., 2001; JOSE et al., 2011). Alguns autores
sugerem que a secagem rapida de sementes reduz mais efetivamente os danos pela
perda da viabilidade (FARRANT et al., 1985; BERJAK et al., 1990; PRITCHARD, 1991,
PAMMENTER et al., 1998). Enquanto que a secagem lenta pode promover melhor
tolerancia a dessecacdo, devido ao tempo, onde a inducdo e operacdo dos
mecanismos de protecdo para a semente (SILVA et al., 2007).

Para Magistrali et al. (2013), em estudos com sementes de Genipa americana,
a secagem lenta (camara de secagem) aumentou a capacidade de tolerancia a
dessecacdo e ao armazenamento. Em sementes de café (Coffea canephora), a
secagem rapida (estufa) causou uma maior reducao na qualidade fisiol6gica, quando
comparado com secagem lenta e intermediaria (ROSA et al., 2005).

Sementes recalcitrantes de Ekebergia capensis, quando secas rapidamente,
mantiveram a viabilidade proxima da viabilidade 6tima em um indice de agua
razoavelmente baixo (0,7/g de agua por gramas de peso seco); enquanto que
secagem lenta levou a perda completa da viabilidade (PAMMENTER et al., 1998).

O armazenamento de sementes permite a disponibilidade das mesmas aos
programas de reflorestamento e pesquisas sobre tecnologia e fisiologia de sementes
(CARVALHO, 2008). Hong et al. (1996) afirmam que informacGes sobre o
comportamento no armazenamento de sementes de espécies de Lauraceae sao
escassas, estes autores verificaram que, dentre 34 espécies, 74% apresentavam
indicios de recalcitrancia, como Nectandra grandiflora, Nectandra lanceolata,
Nectandra oppositifolia, Ocotea corymbosa e Ocotea pulchella (CARVALHO et al.,
2008); Ocotea porosa, Ocotea catharinensis e Ocotea odorifera (MORITZ, 2009);
Cinnamomum zeylanicum (SILVA et al., 2012); Ocotea puberula (MORI et al., 2012).

Na ultima década, ocorreu um aumento do ndmero de estudos sobre a
classificagéo fisiologica das sementes de espécies florestais nativas do Brasil, quanto
a capacidade de armazenamento, devido a crescente necessidade de sementes
vidveis para atender aos programas de conservacao e de producao florestal (PINHO et
al., 2009).

O armazenamento tem a finalidade de diminuir a deterioragdo com a perda da
méxima qualidade fisioloégica atingida no momento da maturagdo da semente, a
deterioracdo € inevitavel, irreversivel, varihvel com a espécie e entre lotes
(POPINIGIS, 1977). Considera-se um bom sistema de armazenamento, quando este
diminui a velocidade de deterioracdo da qualidade fisioldgica e prolonga o periodo de
viabilidade da semente (AGUIAR et al., 1993).

A conservacdo de espécies que apresentam sementes recalcitrantes €
especialmente necessaria, pois nem sempre o periodo de coleta é o ideal para a
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semeadura para producdo de mudas (FONSECA; FREIRE, 2003), e sua longevidade
€ curta, podendo ser de 30 dias, como estudos para a espécie Erythroxylum coca
(KING; ROBERTS, 1979) a 6 meses para Ocotea porosa (TONIN, 2006).

Sementes de Ocotea puberula sdo de comportamento recalcitrante ao
armazenamento (EIBL et al.,, 1994; MORI et al., 2012), perdendo totalmente a
viabilidade em ambiente ndo controlado em trés meses, sendo dificili a sua
conservacgdo (EIBL et al.,, 1994). Randi (1982) recomenda que as sementes desta
espécie devem ser armazenadas com os frutos, pois 0S mesmos possuem
substancias inibidoras da germinagéo, garantindo, desse modo, a dorméncia.

Os trabalhos cientificos que incluem o armazenamento de sementes em seus
frutos, como alternativa para sementes sensiveis ao dessecamento sd0 escassos,
mas com efeito positivo, como para sementes de Caesalpinia leiostachya (BIRUEL et
al., 2007); e Crambe abyssinica (COSTA et al., 2012).

Sementes com baixa viabilidade perdem a eficiéncia em sintetizar RNA e as
lesGes ao DNA acentuam a reducédo dessas atividades que podem gerar um processo
de transcricdo defeituoso da mensagem genética. Tais danos sdo acumulados mais
rapidamente em sementes Umidas que nas secas, e estdo relacionados ao
envelhecimento e a perda da viabilidade das sementes (MARCOS FILHO, 2005).

2.4 SANIDADE DE SEMENTES

Entre os fatores que podem afetar a qualidade das sementes florestais estdo
sem duvida os de carater fitossanitario, entre os quais se destacam os fungos
(VERCHIATO, 2010). As sementes podem carregar, nha sua superficie ou
internamente, fungos e outros organismos (RAHALKAR; NEERGAARD, 1969),
servindo como meio de transmissdo ou transporte desses, constituindo-se desta
forma, em um dos principais meios de disseminacédo de patdégenos de plantas.

A contaminacdo das sementes e frutos de esséncias florestais ocorre
predominantemente no solo onde sdo colonizados por diversos fungos, incluindo
saproéfitas e parasitas facultativos que tém vida saprofitica no solo ou na matéria
organica, tais como: Alternaria sp., Cylindrocladium sp., Fusarium sp., Phoma sp.,
Phomopsis sp., Pythium sp., Rhizoctonia sp. e Trichoderma sp., dentre outros
(FEREIRA, 1989). Quando as sementes e frutos sdo levados para o beneficiamento
e/ou armazenamento, os fungos sdo disseminados para as sementes sadias, por isso,
muitas vezes, ha a necessidade de se realizar tratamento de sementes.

A presencga de fungos pode reduzir a capacidade germinativa de um lote de
sementes e apresentar problemas na interpretagdo dos resultados dos testes de
germinagdo conduzidos em condi¢des de laboratorio (SANTOS, et al.,, 2011). Em
muitos casos a baixa germinabilidade de um lote, pode estar associada com a
contaminacgdo de patdgenos, e este pode ser descartado erroneamente.

Ha diversas formas de detectar a presenca de fungos em sementes, e sua
escolha depende da espécie. Dentre essas formas, o método do papel filtro ou “Blotter
Test” € o mais utilizado nos testes rotineiros de sanidade de sementes (MATHUR,
1983; NEERGAARD, 1983). A incidéncia de muitos fungos e bactérias infestantes, que
crescem rapidamente neste substrato, podem impedir a frutificagdo dos fungos-alvo,
dificultando a sua identificacdo e quantificacdo, sobretudo os de crescimento lento.
Nesse ultimo caso, a incidéncia pode ser subestimada (TEMPE, 1970; NEERGAARD,
1973; REIS et al., 1999).
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Os meios nutritivos com agar sédo outra forma de detectar fungos em sementes,
necessitam de uma fonte de carbono, que pode ser a glicose, nitrogénio além de
outros elementos em menor quantidade, tais como potéssio, fésforo, enxofre, ferro,
magnésio, zinco, manganés e vitaminas (ZAUZA et al., 2007). Segundo Medeiros et al.
(1992), entre os principais meios utilizados na detec¢édo de fungos estd o meio de
cultura de BDA (batata-dextrose-agar).

Além do uso de método de deteccdo adequado, a assepsia superficial das
sementes é recomendada nos testes de sanidade, pois permite a identificacdo correta
de microrganismos associados as sementes florestais, como ja observado em testes
com sementes de canafistula (Pelptophorum dubium), marica (Mimosa bimucronata) e
timbaulva (Enterolobium contortisiliquum) (MUNIZ et al., 2007).
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4 DORMENCIA EM SEMENTES DE Ocotea puberula (Rich.) Nees
4.1 RESUMO

A espécie Ocotea puberula é uma das mais importantes na sucessao
secundaria das florestas nativas. A producdo de mudas desta espécie é feita via
seminal e € limitada devido a caracteristicas intrinsecas da espécie. Estudos
com este trabalho avaliar a eficiéncia de métodos para a superacdo da dorméncia de
sementes de Ocotea puberula. Foram utilizadas sementes colhidas em cinco cidades
do Estado de Santa Catarina (Fraiburgo, Joacaba, Curitibanos, Ponte Alta e
Brunépolis). Para a superagdo da dorméncia, foram testados trés tratamentos, além da
testemunha (T1): T2- sementes sem o tegumento; T3 - acido sulfarico por 5 minutos e
T4 - secagem das sementes a 25 °C por 12 horas. Apés a utilizacdo dos tratamentos,
as sementes foram submetidas ao teste de germinacdo em caixas gerbox sob
substrato de papel, em B.O.D. a 30 °C. Foram utilizadas 4 repeticGes de 20 sementes
por tratamento/lote. Foi observado que sementes sem o0 tegumento iniciaram a
germinacéo apos 14 dias do inicio do teste, com estabilizacdo do estande aos 36 dias,
com resultados médios de 71% de germinagdo. Nao foi observada germinagdo para
sementes dos demais tratamentos e testemunha, em todos os lotes utilizados.
Conclui-se que o método de retirada do tegumento é eficiente na superacdo da
dorméncia de sementes de Ocotea puberula.

Palavras-chave: Canela-guaica, sementes florestais, dorméncia, tegumento.
4.2 ABSTRACT

The Ocotea puberula species is one of the most important in secondary
succession of native forests. The production of seedlings of this species is via seminal
and is limited due to the intrinsic characteristics of the species. Studies show that there
is inhibition of germination of these seeds; therefore , the aim of this work was to
evaluate the efficiency of methods for overcoming dormancy of Ocotea puberula.
Seeds harvested in five cities in the state of Santa Catarina (Fraiburgo, Joacaba,
Curitibanos, Ponte Alta and Brunédpolis) were used. For overcoming dormancy, three
treatments were tested and the control treatment (T1): T2- seeds without testa; T3-
sulfuric acid for 5 minutes and T4- seed drying at 25 °C for 12 hours. After use of the
treatments, the seeds were subjected to germination test in box gerbox under paper
substrate in B.O.D. at 30 °C. 4 replicates of 20 seeds per treatment/lot were used. It
was observed that seeds without testa started germination after 14 days of the start of
the test, with stabilizing stand at 36 days, with average scores of 71% germination. Not
for seed germination of other treatments and control was observed in all lots used. We
conclude that the method of seed coat removal is effective in overcoming dormancy of
seeds of Ocotea puberula.

Keywords: Canela-guaic4, forest seeds, dormancy, testa.
4.3 INTRODUCAO

A Ocotea puberula ocorre de forma natural no norte e nordeste da Argentina
(MARTINEZ- CROVETTO, 1963), no sul da Bolivia (KILLEAN et al., 1993) e no Sul do
Brasil habita todas as regifes fisiograficas, sendo uma das mais importantes espécies
na sucessao secundaria das florestas nativas (MARCHIORI, 1997). Essa espécie é de
grande importancia ecologica, é pioneira, apresenta abundante frutificacdo, sendo
consumida pelos passaros, e é importante para recuperacdo de areas degradadas
(BACKES; IRGANG, 2002).
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A producdo de mudas desta espécie é feita via seminal e é limitada devido a
caracteristicas intrinsecas de suas sementes, pois segundo Randi (1982), os frutos da
O. puberula sintetizam substancias que inibem a germinagdo das sementes.

Estudos com sementes de Lauraceae normalmente relatam que a germinacao
€ lenta e desuniforme, indicando ocorréncia de dorméncia (CARVALHO, 2006;
MUXFELDT et. al., 2012).

Para Baskin; Baskin (2004), sementes que ndo tém a capacidade de
germinarem em um periodo especifico de tempo, variando de meses a anos
dependendo da espécie, sob qualquer combinacdo dos fatores ambientais e fisicos
normais (temperatura, claro/escuro, etc), que séo favoraveis para a sua germinacao,
séo consideradas sementes dormentes. Para os autores existem diferentes causas de
dorméncia de sementes entre as diversas espécies de plantas, que podem ser
divididos em: fisiolégica, onde semente €& dispersa com o embrido imaturo;
morfolégica, semente dispersa com embrido diferenciado, porém subdesenvolvido
quanto o tamanho; morfofisiolégica, embrido subdesenvolvido e algum componente
fisiolégico que requer tratamento para a superacdo da dorméncia; fisica, quando ha
algum impedimento fisico para a entrada de agua; e fisica+fisiolégica ou dorméncia
combinada; onde ha o bloqueio fisico da entrada de agua e embrido imaturo.

A dorméncia € uma caracteristica complexa, pois € influenciada por fatores
ambientais e enddgenos. Além disso, o nivel final de dorméncia é determinado pelas
contribuicbes genéticas de uma semente (GRAEBER et al., 2012).

As Regras para Analise de Sementes (BRASIL, 2009) indicam tratamentos
para superacdo da dorméncia de sementes, como armazenamento em locais secos,
nitrato de potassio, acido giberélico, luz, embebicdo, escarificacio mecéanica e
guimica. Entretanto a escolha do método depende das causas da dorméncia e da
espécie.

Bilia et al., (1998) em trabalho realizado com diaspéros de Ocotea corymbosa
(Meissn.) Mez afirmam que a excisdo do embrido mostrou ser um método eficiente
para antecipar o inicio da germinacdo, ja a escarificacdo, puncdo ou corte do
endocarpo aumentou a porcentagem de sementes mortas durante o teste de
germinacdo. Fowller; Bianchetti (2000), em estudo sobre a dorméncia de sementes de
erva-mate (llex paraguariensis), observaram que a estratificacdo em areia imida por
150 dias foi 0 melhor método para superar a dorméncia embrionaria desta espécie. Ja
Jayasuriya et al. (2013), estudando 100 espécies com dorméncia, indicam para
sementes de Sesbania (Sesbania grandiflora, Sesbania rostrata e Sesbhania sesban),
escarificacdo manual, obtendo valores de 100% de germinacdo apds a aplicacéo
deste tratamento.

Para Ocotea puberula, Randi (1982) concluiu em suas pesquisas que a
germinagdo de suas sementes fica condicionada a degradacdo do seu fruto ou que
ocorra sua ingestdo por animais. Silva et al. (2002) avaliou a porcentagem de
germinacdo de sementes de Ocotea puberula apOs regurgitagdo por passaros,
obtendo valores de 64% de germinacdo. Segundo Bianchetti; Ramos (1983) e Floriano
(2004), as sementes desta espécie apresentam dorméncia fisioldgica, por isso devem
sofrer escarificagdo &cida por cinco minutos em &cido sulfurico, sendo que sem o
tratamento de superacdo da dorméncia, a germinacdo € desuniforme, prolongando-se
por até um ano. Silva et al. (2002) realizou trabalhos com escarificacdo por acido
sulfarico pelo tempo de cinco minutos e obteve 27% de germinacdo para O. puberula.
Quando comparado com os outros tratamentos, testemunha (38% germinacéo) e trato
intestinal de aves (64% germinacgdo), as sementes cujos frutos foram consumidos por
aves encontram-se em uma condi¢cdomais viavel para a germinacao.

22



Bilia et al. (1998), realizaram cinco diferentes métodos para superagcdo em
dorméncia de Ocotea corymbosa: testemunha, escarificagdo, perfuragdo, corte e
remocdo manual do endocarpo. Concluiram que o endocarpo coridceo reduz a
velocidade o periodo para estabelecimento das plantulas e a porcentagem final de
germinacdo. A remoc¢do manual mostrou ser um método eficiente para antecipar o
inicio da germinagao.

Objetivou-se com este trabalho avaliar a eficiéncia de métodos para a
superacao da dorméncia de sementes de Ocotea puberula.

4.4 MATERIAL E METODOS

As sementes de Ocotea puberula foram coletadas no estado de Santa
Catarina, nos municipios (lotes) de Joacaba, Fraiburgo, Curitibbanos, Ponte Alta e
Brundpolis (Tabela 1).

Tabela 1: Dados geograficos e climaticos dos municipios de coleta das sementes de
Ocotea puberula.

Lote  Municipio  Latitude Longitude  Altitude ?\—A%rgg Clima

1 Joagaba 27°10'41"S 51°3017°0 522m  18°C Suptropical
2 Fraiburgo 27°0320°S 50°03'34°0 1048 m 16,1 °C S“B:L?gc‘fa'
3 Curitibanos 27°1644’S 50°3457°0 987m  152°C  SUgronica
4  PonteAlta 27°2903'S 50°22'49°0 856m  16°C Suguropical
5  Brunépolis 27°1821"S 50°5206°0 843m  19°C Suptropical

Fonte: Governo do Estado de Santa Catarina (2014) e Képpen (1936).

Foram coletadas sementes de cinco matrizes, em cada municipio, com
excecdo de Fraiburgo, onde foram encontradas apenas duas matrizes. A coleta dos
frutos foi realizada quando apresentavam coloracdo preto-azulada, com auxilio de
podao. A remocao da polpa foi feita manualmente, com o auxilio de peneiras e agua
corrente. O excesso de agua foi retirado com papel toalha.

As sementes foram submetidas a determinacgdo do teor de agua e ao teste de
tetrazolio, para caracterizacdo inicial dos lotes, e aos métodos para superacdo da
dorméncia, seguido do teste de germinacao.

A determinacéo do teor de agua foi realizada pelo método de estufa, onde as
sementes foram submetidas a temperatura de 103 °C + 2 °C durante 24 h. Foram
utilizadas 2 repeticdes para cada lote, contendo 10 sementes por repeticdo. Os
resultados foram expressos em porcentagem com base no peso Umido das sementes,
conforme as Regras para Analise de Sementes (BRASIL, 2009).

Para o teste de tetrazolio foi utlizada solu¢cdo de 2,3,5 trifenil cloreto de
tetrazélio (pH 6,5 a 7,0), na concentracdo de 0,5%, a 25 °C, segundo metodologia
descrita por Kalil Filho et al. (2008). Para esta avaliacdo foram utilizadas 4 repeticdes
de 20 sementes, que foram seccionadas longitudinalmente, através do centro do eixo
embrionario, com auxilio de um bisturi e imersas na solucdo pelo periodo de 1 hora.
Para auxiliar a visualizacdo de todos os detalhes das sementes, foram utilizadas lupas
de mesa com lampada fluorescente. Os critérios de analise foram: 1- semente viavel
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(coloragéo avermelhada), 2- sementes inviadveis (sem coloracao). Os resultados foram
expressos em porcentagem de sementes viaveis.

Para a superacdo da dorméncia, foram utilizados trés tratamentos, além da
testemunha (T1): T2 - sementes sem o tegumento, que foram retirados manualmente,
com o auxilio de bisturi; T3 - &cido sulfarico durante 5 minutos, conforme metodologia
proposta por Bianchetti; Ramos (1983); T4 - secagem das sementes, realizada por
meio de silica gel e dessecador, a temperatura de 25 °C durante 12 h. Para cada
tratamento/lote, foram utilizadas quatro repeticbes de 20 sementes.

ApoOs a utilizacdo dos tratamentos, as sementes foram submetidas ao teste de
germinagdo em caixas do tipo gerbox, contendo uma folha de papel filtro previamente
umedecida, com volume de agua de 2 vezes o peso do papel, e encaminhadas a
B.O.D. com temperatura de 30 °C e luz branca constante. Foram computadas as
porcentagens de plantulas normais, anormais, sementes mortas e dormentes,
segundo as Regras para Analise de Sementes (BRASIL, 2009), aos 36 dias apés a
montagem do teste, quando ocorreu a estabilizacdo do estande.

Os experimentos foram montados em delineamento inteiramente casualizado
(DIC). Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk e a
analise de variancia, ndo sendo necessario transforma-los (SANTANA; RANAL, 2004).
Constatando significancia, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade, as andlises foram realizadas com o programa estatistico ASSISTAT®.

4.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

As sementes foram coletadas com teores de 4gua que variaram de 35,61%
(Lote 2, Fraiburgo) até 41,07% (Lote 5, Brundpolis) (Tabela 2). Os altos valores de
umidade, observados na coleta, sdo caracteristicos de sementes recalcitrantes.
Walters (2005) afirma que a maioria das sementes recalcitrantes é dispersa com teor
de agua entre 33 — 41%.

Um estudo de Hirano; Possamai (2008) indicou que, para a espécie Ocotea
puberula, deve-se realizar a coleta dos frutos quando o teor de 4gua nas sementes
estiver entre 34,1 a 40,2%, coincidindo com os encontrados neste estudo.

Tabela 2: Caracterizacao inicial de lotes de sementes de Ocotea puberula - Grau de
Umidade (U%) e Tetrazolio (Tz%) e Germinagdo (%) de sementes de diferentes lotes
de Ocotea puberula submetidas a métodos para superagdo da dorméncia.
Tl=testemunha; T2=sementes sem tegumento; T3=sementes em acido sulfdrico; T4=
sementes com secagem.

Germinacao (%)

LOTES U (%) Tz(%) T1 T2 T3 T4 T5
1 36,13b 74a 0 66 bc 0 0 0

2 3561b 77a 0 95 a 0 0 0

3 4033a 53bc 0 75b 0 0 0

4 38,85a 72ab 0 68 bc 0 0 0

5 41,07a 50c 0 52 ¢ 0 0 0
cV 1,49 1362 0 12,12 0 0 0
Fe  36,7956* 7,7425* 0 12988* 0 0 0

* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (0,01 =< p < 0,05)
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**Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey 5%.
Fonte: producéo do préprio autor.

Em relacdo ao teste de tetrazdlio, foi verificada diferenca significativa entre os
lotes. Os lotes que tiveram maior porcentagem de sementes viaveis pelo teste de
tetrazolio foram 1, 2 e 4, com 74%, 77% e 72% de viabilidade, respectivamente
(Tabela 2). O teste de tetrazolio, segundo Brasil (2009), é de particular relevancia para
espécies com sementes de lenta germinagdo ou que nao germinam por encontrarem-
se dormentes.

Em relacdo aos métodos de superacao de dorméncia das sementes de Ocotea
puberula, foi observada germinacgédo, durante o periodo de conducao do teste, apenas
nas sementes submetidas ao tratamento sem tegumento (T2). O lote 2 foi 0o que
apresentou a maior porcentagem de germinacéo - 95%, e o lote 5 0 menor resultado
numeérico (52%) (Tabela 2). O inicio da germinacéo, para sementes sem tegumento, se
deu 14 dias apés o inicio do teste.

Comparando os resultados numéricos, dos testes de tetrazélio e de
germinacdo, pode-se observar que o lote 2 apresentou maiores porcentagem de
sementes viaveis pelo teste de tetrazélio e de germinacao, o ultimo diferenciando-se
estatisticamente dos demais tratamentos.

O tratamento com acido sulfarico ocasionou a morte de grande parte das
sementes (Tabela 3). Estes resultados diferiram Silva et al. (2002) e Floriano (2004),
gue obtiveram 40% e 27% de germinacao, respectivamente, nas sementes de Ocotea
puberula submetidas ao tratamento acido sulfurico.

Nos demais tratamentos foram observados baixos valores de mortalidade das
sementes, sendo que a grande maioria foi classificada como dormente, ou seja,
sementes que embeberam, mas sem gue ocorresse a germinacgéo (Tabela 3).

Tabela 3: Porcentagens de sementes mortas (SM), dormentes (SD) e sementes
predadas (SP) de Ocotea puberula observadas no teste de germinagcdo apos
tratamentos para a superacdo da dorméncia. Tl=testemunha; T2=sementes sem
tegumento; T3=sementes em acido sulflirico; T4=sementes com secagem.

TRATAMENTOS
T1 T2 T3 T4
SM SD SP SM SD SP SM SD SP SM SD SP

LOTES (00) (96) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

1 0 5 45 6 0 34 70 0 30 0 63 37

2 6 8 14 0 5 0 86 4 10 0 90 10
3 1 83 16 0 13 12 8 3 12 0 83 17
4 0 949 6 1 19 12 99 3 6 O 81 19
5 3 8 12 8 24 16 93 1 6 0 93 7

Fonte: producéo do préprio autor.

Os resultados obtidos indicam que a dorméncia presente nas sementes desta
espécie é provavelmente causada por substancias inibidoras presentes no tegumento
das sementes, reafirmando os estudos de Randi (1982), que ressalta que inibidores
poderiam estar atuando no impedimento da germinacdo das sementes dessa espécie.
Para confirmar essa observacdo, sdo necessarios estudos para deteccdo da presenca
desses inibidores no tegumento das sementes.
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4.6 CONCLUSAO

A retirada de tegumento, realizada de forma manual, é eficiente para a
superacao da dorméncia de sementes de Ocotea puberula.
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5 SECAGEM LENTA E RAPIDA EM SEMENTES DE Ocotea puberula (Rich.) Ness

5.1 RESUMO

Objetivou-se com o trabalho avaliar a influéncia de tipos de secagem na
gualidade de sementes, consideradas recalcitrantes, de Ocotea puberula e determinar
0 seu grau de umidade critico e grau letal. Sementes colhidas em Brundpolis, SC, com
teor de agua inicial de 38%, foram secas até 18%, com gradientes de 2%; utilizando a
equacdo de peso alvo para garantir este gradiente, em estufa (35 °C) e em
dessecador com silica-gel (25 °C). Ap6s cada secagem, as sementes foram avaliadas
guanto ao teor de &gua, porcentagem e velocidade (IVG) de germinagdo, T50 e
tetrazolio. Foi observado que até 32% de teor de agua ndo houve alteracdo na
gualidade das sementes, independente do tipo de secagem, sendo verificada
significativa perda de germinacdo apos esse valor. Conclui-se que o tipo de secagem
nao influencia na qualidade dessas sementes; porém, por tratar-se de uma semente
recalcitrante, a reducao do teor de agua abaixo de 32% prejudica a germinagao, sendo
seu grau de umidade critico e sementes com 22% de teor de agua nao tiveram
germinacgéao, sendo neste estudo o grau de umidade letal desta espécie.

Palavras-chave: canela-guaica, germinacdo, semente recalcitrante, teor de agua.

5.2 ABSTRACT

The objective of the study was to evaluate the influence of types of drying on
seed quality, as recalcitrant, Ocotea puberula and determine their degree of critical
humidity and lethal degree. Seeds harvested in Brunépolis, SC, with an initial moisture
content of 38%, were dried to 18%, with gradients of 2%; using the equation of target
weight to ensure that gradient in the stove (35 °C) and in a desiccator with silica gel (25
°C). After drying, the seeds were evaluated for water content, percentage and index of
germination speed (IVG), tetrazolium and T50. It was observed that up to 32% water
content did not change in seed quality, regardless of the type of drying and verified
significant loss of germination after this value. We conclude that the type of drying does
not affect the quality of the seed; however, because it is a recalcitrant seed, reducing
the water content below 32% decreased germination, and its degree of critical humidity
and seeds with 22% moisture content had no germination in this study is the degree of
lethal humidity of this species.

Keywords: canela-guaica, germination, recalcitrant seed and water content.

5.3 INTRODUCAO

As sementes sdo classificadas, de acordo com a tolerancia a dessecagédo, a
longevidade e a tolerdncia as temperaturas baixas, em ortodoxas (tolerantes) e
recalcitrantes (intolerantes) (ROBERTS, 1973). Ellis et al. (1990) definiram, ainda, uma
terceira categoria, as intermediarias, que séo relativamente tolerantes a dessecacéao,
mas que ndo resistem ao armazenamento em baixas temperaturas até o0s niveis
tolerados pelas ortodoxas.

Devido ao fato das sementes recalcitrantes ndo poderem perder grande
porcentagem de agua ou serem armazenadas por periodos que excedam algumas
semanas ou meses, sua conservacao representa um desafio (MARCOS FILHO, 2005).
No momento da disperséo, apresentam alto contetdo de agua, estdo metabolicamente
ativas e, em muitos casos, iniciando a germinacdo (KERMODE; FINCH-SAVAGE,
2002). Farrant et al. (1985), sugeriram que existem diferentes tipos de sementes
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recalcitrantes: minimamente, moderadamente e altamente recalcitrantes, e que suas
caracteristicas estdo relacionadas, em parte, com o seu habitat. Nas espécies
minimamente recalcitrantes, as sementes podem suportar a perda de graus de
umidade maiores, e podem permanecer vidveis por periodos mais longos. Estas
espécies possuem uma distribuicdo subtropical, e por isso também toleram
temperaturas baixas. Exemplos sdo sementes de Quercus sp., Araucaria hunsteinii e
Podocarpus henkelii. As moderadamente recalcitrantes toleram a perda de contetdos
moderados de agua e sdo sensiveis a temperaturas baixas. Possuem distribuicao
tropical, como por exemplo, Theobroma cacao e Hevea brasiliensis. As altamente
recalcitrantes toleram a perda de conteddos de umidades minimos e nao toleram
temperaturas baixas, ocorrem em florestas tropicais e em areas alagadas e de
mangue como Avicennia marina.

Na dessecacao de sementes recalcitrantes devem ser considerados o grau de
umidade de seguranca, o grau de umidade critico e o grau de umidade letal para cada
espécie. O grau de umidade de seguranca corresponde aquele que podera ser
atingido com a secagem sem prejuizos a viabilidade das sementes (HONG; ELLIS,
1992); o grau de umidade critico refere-se ao valor no qual € detectado o inicio da
perda da viabilidade (ANDRADE; CUNHA, 1996), e o grau de umidade letal equivale
ao ponto a partir da qual todas as sementes perdem a viabilidade (HONG; ELLIS,
1992).

A forma de secagem pode influenciar a resposta de sementes recalcitrantes a
dessecacdo (WESLEY-SMITH et al., 2001; JOSE et al., 2011). Alguns autores
sugerem que a secagem rapida de sementes reduz mais efetivamente os danos pela
perda da viabilidade (FARRANT et al., 1985; BERJAK et al., 1990; PRITCHARD, 1991,
PAMMENTER et al., 1998). Enquanto que a secagem lenta pode promover melhor
tolerAncia a dessecacdo, devido ao tempo, onde h& inducdo e operacdo dos
mecanismos de protecao para a semente (SILVA et al., 2007).

Sementes recalcitrantes de Ekebergia capensis, por exemplo, quando secas
rapidamente, mantiveram a viabilidade em um teor de agua razoavelmente baixo
(0,7/g de agua por gramas de peso seco); enquanto que a secagem lenta levou a
perda completa da viabilidade (PAMMENTER et al.,, 1998). Para Magistrali et al.
(2013), em estudos com sementes de Genipa americana, a secagem lenta aumentou
a capacidade de tolerancia a dessecacao e ao armazenamento. Em sementes de café
(Coffea anéfora), a secagem rapida causou uma maior reducdo na qualidade
fisiologica, quando comparada com secagem lenta e intermediaria (ROSA et al.,
2005).

A espécie Ocotea puberula, segundo MORI et al. (2012), tem suas sementes
classificadas como recalcitrantes, e, com base no exposto acima, objetivou-se neste
trabalho verificar a influéncia da secagem em estufa e em silica gel, na qualidade
destas sementes e determinar o seu grau de umidade critico e grau letal.

5.4 MATERIAL E METODOS

As sementes de Ocotea puberula foram coletadas no municipio de Brundpolis,
SC, que possui latitude de 27°18°21"S, longitude de 50°52’06"0, altitude de 843 m,
temperatura média de 19 °C e precipitacdo média anual de 1.733 mm (GOVERNO DO
ESTADO DE SANTA CATARINA, 2013; CLIMATE-DATA, 2014).

Foram coletadas sementes de cinco matrizes, com o auxilio de podao, de
frutos com coloragdo preto-azulada, considerados maduros. A remocdo da polpa foi
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feita manualmente, com o auxilio de peneiras e agua corrente. O excesso de agua foi
retirado com papel toalha.

A determinacdo do teor de 4gua foi realizada pelo método de estufa, onde as
sementes foram submetidas a temperatura de 103 °C + 2 °C durante 24 h. Foram
utilizadas 2 repeticbes, contendo 10 sementes por repeticdo. Os resultados foram
expressos em porcentagem com base no peso Uumido das sementes, conforme as
Regras para Analise de Sementes (BRASIL, 2009).

Para a secagem das sementes, foram estabelecidos 10 gradientes de umidade
diferentes, iniciando com 38 (umidade inicial do lote) e tendo como ultimo gradiente
18%, variando de 2 em 2%. Os gradientes de umidade foram obtidos pela diferenca de
peso, entre o inicial e o peso alvo, conforme férmula abaixo, descrita por Hong; Ellis
(1996):

[1] Peso alvo = [(100-Ujpicia)/(100-Ugo)] X Peso inicial da amostra

Apbés as sementes terem alcancado cada gradiente de umidade pré-
estabelecidos, foi determinado o teor de agua pelo método de estufa, como descrito
acima, com a finalidade de aferir os resultados obtidos com a férmula citada acima.

Para a secagem lenta, 160 sementes foram pesadas e colocadas em 11 sacos
do tipo “Tule”, que permite a passagem de ar e agua. Os sacos foram dispostos de
forma aleatéria em um dessecador com silica em gel em temperatura constante de 25
°C. Ja para a secagem rapida, 160 sementes foram pesadas e colocadas em 11 telas
de aluminio, para facilitar a retirada de agua. As telas foram dispostas de forma
aleatéria em uma estufa de ventilagdo forcada e com temperatura constante de 35 °C.
As amostras, de ambos os métodos de secagem, eram pesadas regularmente até
atingirem o peso alvo e entdo eram submetidas a determinacdo da umidade e aos
testes de viabilidade e vigor.

A gqualidade fisiolégica das sementes foi determinada utilizando-se os testes de
germinacéo (BRASIL, 2009); indice de Velocidade de Germinagdo (IVG) com formula
proposta por Maguire (1996); Tempo Médio de Germinacdo (T 50) relatado por
Copeland; McDonald (1985); e Tetrazdlio (Tz) com metodologia de Kalil Filho (2008).

Para os testes de germinacdo, IVG e T 50 as sementes foram condicionadas
em papel germitest, previamente umedecido com 2 vezes 0 peso do papel e colocadas
para germinar em germinador Mangerdorfii, com temperatura de 30 °C, sob luz
constante. Para cada gradiente de umidade foram utilizadas quatro repeticdes de 20
sementes, com a retirada manual do tegumento. Os resultados foram expressos em
porcentagem de plantas normais, segundo Brasil (2009).

Para o teste de tetrazoélio, 60 sementes, divididas em quatro repeti¢cdes, foram
seccionadas longitudinalmente, através do centro do eixo embrionario, com auxilio de
um bisturi e imersas na solucdo de 2,3,5 trifenil cloreto de tetrazolio (pH 6,5 a 7,0), na
concentracdo de 0,5%, pelo periodo de 1 hora. Para auxiliar a visualizagdo de todos
os detalhes das sementes, foram utilizadas lupas de mesa com lampada fluorescente.
Os critérios de analise foram: 1- semente viavel (coloracdo avermelhada), 2- sementes
invidveis (sem coloragdo), os resultados foram expressos em porcentagem de
sementes viaveis.

Os experimentos foram montados em delineamento inteiramente casualizado
(DIC). Os dados foram testados quanto a normalidade e submetidos a analise de
variancia. Os dados de germinacdo e T 50, expressos em porcentagens, mostraram-

se ndo homogéneos pelo teste de Shapiro-Wilk, foram, entdo, transformados em
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arco seno ,/x/100, e os dados de IVG foram transformados em +x + 0,5, conforme
metodologia sugerida por Santana; Ranal (2004). Constatando significancia, as
médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, as analises
foram realizadas com o programa estatistico ASSISTAT®.

5.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

As sementes submetidas aos métodos de secagem em estufa e em silica gel
levaram, respectivamente, 240 horas (10 dias) e 602 horas, (25 dias), para chegarem
até o ultimo ponto de secagem (18%). Devido a esta diferenca, o método de estufa foi
denominado como secagem rapida e o método de silica gel como secagem lenta.

Com o auxilio da formula do peso alvo (HONG; ELLIS, 1996), foi possivel
determinar os teores de agua aproximados pré-estabelecidos no estudo, que foram
semelhantes aos verificados por meio da determinagdo em estufa (Tabela 4).

Tabela 4. Gradientes de umidade pré-estabelecidos (GPE) e atingidos (U%), por meio
da utilizacdo de metodologia do peso alvo, em sementes de Ocotea puberula.

Secagem Rapida Secagem Lenta

GPE U% GPE U %
38 37,79 38 38,28
36 36,39 36 36,34
34 33,71 34 34,52
32 32,13 32 32,11
30 29,69 30 30,37
28 29,31 28 28,74
26 26,63 26 26,99
24 23,65 24 24,77
22 22,53 22 21,88
20 20,79 20 20,97
18 19,45 18 18,99

Fonte: producédo do préprio autor.

A germinacgdo das sementes de Ocotea puberula variou ao longo da secagem.
A germinacao inicial, com as sementes recém colhidas, foi de 76%, que manteve-se
para o gradiente de 36% na secagem lenta, mas diminuiu na secagem rapida (62%).
Foi observado que a porcentagem de germinagdo aumentou nos dois proximos
gradientes (34 e 32%), na secagem rapida, mas diminuiu até chegar a zero aos 22%
de teor de 4gua, para ambos os tipos de secagem (Grafico 1).

Este aumento de geminacdo para sementes quando submetidas a uma
secagem parcial também foi observado nos trabalhos com sementes de Averrhoa
carambola (Oliveira et al., 2011), e Caesalpinia férrea (Gnoatto; Cruz-Silva, 2011). Nao
se sabe ao certo quais fatores elevam a germinacdo, mas alguns estudos sugerem
gue fungbes normais celulares, das sementes recém colhidas, podem ser alteradas
guando sdo submetidas a secagens, podendo desativar mecanismos de dorméncia ou
acelerando processos germinativos (BERJAK et al., 1990; PAMMENTER et al., 1998;
LEPRINCE et al., 2000).
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Gréfico 1: Germinacdo de sementes de Ocotea puberula, submetidas a secagem lenta
e rapida.
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*Regressdao linear Sec. Lenta: y=20,774+0,212x (R2=0,823).
**Regressao linear Sec. Rapida: y=20,484+0,218x (R2=0,835).
Fonte: producao do préprio autor.

A umidade critica encontrada para esta espécie foi 32%, sendo que abaixo
deste gradiente os valores da viabilidade das sementes foram decrescentes até
chegar em 15% (secagem lenta) e 6% (secagem rapida) no gradiente de umidade de
24%. A partir do gradiente 22% n&o houve germinacéo, sendo esse considerado seu
grau de umidade letal. Hirano (2002), realizando trabalho de pontos de secagem com
a mesma especie, constatou que a queda acentuada de germinacdo de Ocotea
puberula se iniciou quando as sementes atingiram 31,8% de umidade.

Os graus de umidade criticos e letais dependem da espécie. Em sementes de
Cryptocarya aschersoniana, da familia Lauraceae, Tonetti (2013) concluiu que o grau
critico de umidade situa-se entre 28,1 e 26,3 e o grau letal entre 21,5 e 18,1%. Para
sementes de Archantophoenix alexandrae, de comportamento recalcitrante, a umidade
considerada critica foi de 24,84% em estudo realizado por Andrade et al. (2005).

A germinacgdo das sementes de Ocotea puberula foi estatisticamente diferente,
em relacdo aos tipos de secagem, em seis pontos. No entanto, de forma geral, os dois
métodos de secagem demonstraram pontos de umidade critica e letal semelhantes.
Os mesmos resultados foram encontrados por Gemague et al. (2005) em sementes de
Tabebuia impetiginosa Mart. Standl, por Oliva et al. (2012) em sementes de Crambe
abyssinica Hochst, e por Nery (2006), em sementes de Calophyllum brasiliense
Cambess.

A maioria das sementes que ndo germinaram estavam dormentes até os 32%
de teor de &gua, embeberam agua porém ndo lancaram radicula, abaixo de 32% do
teor de agua as sementes ndo germinadas encontravam-se mortas, com o embrido
escuro (dados ndo apresentados).

Quanto ao vigor (IVG e T50), foram observados decréscimos a partir de 32%
de umidade, independente do tipo de secagem. Estes indices decaem até atingirem
zero no grau de umidade critico (Gréficos 2 e 3).
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Gréfico 2: indice de Velocidade de Germinacéo (IVG) de sementes de Ocotea
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Graéfico 3: T 50 (%) de sementes de Ocotea puberula, submetidas a secagem lenta e
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*Regressao linear Sec. Lenta: y=20,709+0,253x (R2=0,835).
**Regressao linear Sec. Rapida: y=20,709+0,229x (R2=0,793).
Fonte: producéo do préprio autor.

Em relacdo ao teste de tetrazoilio, foram verificados maiores valores em

relacdo aos obtidos no teste de germinagédo. Com 22% do teor de agua, por exemplo,
considerado nivel letal para as sementes, ndo foi verificada germinacdo das sementes,
mas foram obtidos valores superiores a 45% no teste de tetrazélio (Grafico 4).
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Gréfico 4: Viabilidade (teste de tetrazolio) de sementes de Ocotea puberula,
submetidas a secagem lenta e rapida.
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Fonte: producao do préprio autor.
*Regressao linear Sec. Lenta: y=17,968+0,166x (R2=0,359).
**Regressao linear Sec. Rapida: y=16,128+0,191x (R2=0,763).

A explicacdo para este fato pode estar nos estudos de Marcos Filho (2005) e
Walters et al. (2005), onde afirmam que a reducdo da umidade da semente a niveis
intermediarios de 20 a 33%, faixa na qual a maioria das sementes recalcitrantes
podem ser armazenadas, mantém a taxa de respiracdo consideravelmente alta e o
metabolismo ativo, mas o sistema de reparo jA ndo funciona perfeitamente, fazendo
com que haja reducéo no potencial de germinacdo. Para Walters et al. (2005), nesse
nivel de hidratacdo, as sementes sofrem uma aceleracdo do envelhecimento, o que as
leva a morte.

5.6 CONCLUSAO

A reducdo do teor de agua abaixo de 32% prejudica a germinacdao de
sementes de Ocotea puberula, sendo esse valor considerado o grau de umidade
critico, e 22% o grau de umidade letal para sementes desta espécie, independente
do tipo de secagem (em silica gel ou estufa).
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6 VIABILIDADE E INTEGRIDADE DO DNA DE SEMENTES DE Ocotea puberula
(Rich.) Ness AO LONGO DO ARMAZENAMENTO.

6.1 RESUMO

Sementes de Ocotea puberula sdo recalcitrantes, ndo toleram secagem e baixa
temperatura no armazenamento por longos periodos. Objetivou-se com este trabalho
verificar a viabilidade e a integridade do DNA destas sementes, durante o
armazenamento sem fruto e com fruto. Para o estudo, sementes de cinco lotes,
coletados no estado de Santa Catarina, foram armazenadas com e sem fruto, em
camara fria (UR 40% e Temp. 10 * 2 °C), pelos periodos de 0, 3, 6 e 9 meses. A cada
intervalo de tempo, foram determinados o teor de agua, a viabilidade das sementes,
por meio dos testes de germinacdo e tetrazdllio, além da integridade do DNA das
sementes. Para a determinacdo da integridade do DNA, as sementes foram
maceradas em nitrogénio liquido, e a extragdo do DNA foi realizada pelo método
CTAB, e as amostras fotografadas em transluminador. Foi verificado que sementes de
Ocotea puberula perderam sua viabilidade ap6és 3 meses de armazenamento. A
embalagem utilizada (saco de papel “kraft”) foi possivelmente prejudicial para o
armazenamento, por ser um material permeavel, atuou favorecendo a secagem das
sementes ao longo do tempo. Com o gel de agarose 0,8% ¢é possivel afirmar que a
degradacdo do DNA ocorre em estagios iniciais do processo de deterioracdo em
sementes armazenadas de Ocotea puberula.

Palavras-chave: Armazenamento, sementes recalcitrantes, canela-guaica; DNA.
6.2 ABSTRACT

Seeds of Ocotea puberula are recalcitrant, not tolerate drying and low
temperature storage for long periods. The objective of this work was to verify the
viability and DNA integrity of these seeds during storage, without or with fruit. For the
study, five seed lots, collected in the state of Santa Catarina , were stored with and
without fruit in cold storage (40% RH and temperature 10 + 2 °C) for periods of 0, 3, 6
and 9 months. At each time interval were determined water content, the viability of the
seeds by means of tetrazolium and germination tests, and the integrity of the DNA of
the seeds. To determine the integrity of the DNA, the seeds were ground in liquid
nitrogen, and DNA extraction was performed by the CTAB method, and samples were
photographed on transilluminator. It was found that seeds of Ocotea puberula lost their
viability after 3 months of storage. The packaging used (kraft paper) was possibly
harmful for storage, being a permeable material, acted favoring the drying of the seed
over time. With 0,8 % agarose gel is possible to state that DNA degradation occurs in
the early stages of the process of deterioration in stored seeds of Ocotea puberula.

Keywords: Storage, recalcitrant seeds, canela-guaicé, DNA.

6.3 INTRODUCAO

O armazenamento tem por objetivo conservar as sementes, preservando suas
qualidades fisica, fisioloégica e sanitaria. Além disso, tem a fungdo de manter uma
disponibilidade continua de sementes viaveis, imprescindiveis aos programas
florestais e conservagéo de bancos de germoplasma (FLORIANO, 2004).

A viabilidade das sementes, no armazenamento, pode ser influenciada pela
espécie, variedade, qualidade inicial, umidade das sementes, umidade relativa e
temperatura de armazenagem, fungos e insetos, tipo de embalagem e duragédo do
periodo de armazenamento (ROBERTS, 1972; MINOR; PASCHAL, 1982; POPINIGIS,
1985; TEKRONE et al. 1987; CARVALHO; NAKAGAWA, 2000).

38



A principal metodologia para conservacdo de sementes durante o
armazenamento € a reducdo do seu metabolismo, através da remocao de agua por
meios artificiais e da reducdo da temperatura. Contudo, nem todas as sementes
toleram ser armazenadas a baixas temperaturas e umidade (MELLO, 2008), perdendo
sua qualidade rapidamente. Sementes ortodoxas podem ser secas a graus de
umidade baixos e com isso podem ser armazenadas por longos periodos de tempo,
enquanto que as recalcitrantes s@o dispersas com contetdos elevados de 4gua e nao
podem perder grande porcentagem de agua ou serem armazenadas por periodos que
excedam algumas semanas ou meses, 0 que representa um desafio para sua
conservagéo ex situ (MARCOS FILHO, 2005).

A perda da viabilidade das sementes esta fortemente correlacionada com
alteracbes na atividade respiratoria, acumulos de substancias toxicas, danos &
integridade do DNA e a perda gradativa da integridade do sistema de membranas
acarretando a liberacdo de solutos celulares, importantes para o funcionamento da
célula. Internamente, as sementes sdo compostas de muitas substancias de reserva
(carboidratos, proteinas, lipidios) em proporcdes que variam para cada espécie
(SANTOS et al.,, 2004; MARCOS FILHO, 2005). Sementes com baixa viabilidade
perdem a eficiéncia em sintetizar RNA e as lesbes ao DNA acentuam a redugéo
dessas atividades que podem gerar um processo de transcricdo defeituoso da
mensagem genética. Tais danos sdo acumulados mais rapidamente em sementes
Umidas que nas secas, e estdo relacionados ao envelhecimento e a perda da
viabilidade das sementes (MARCOS FILHO, 2005).

Hong et al. (1996) afirmam que informac¢Bes sobre o comportamento no
armazenamento de sementes de espécies de Lauraceae sdo escassas, estes autores
verificaram que, dentre 34 espécies, 74% apresentavam indicios de recalcitrancia,
como Nectandra grandiflora, Nectandra lanceolata, Nectandra oppositifolia, Ocotea
corymbosa e Ocotea pulchella (CARVALHO et al., 2008); Ocotea porosa, Ocotea
catharinensis e Ocotea odorifera (MORITZ, 2009); Cinnamomum zeylanicum (SILVA
et al., 2012); Ocotea puberula (MORI et al., 2012).

7

A conservacdo de espécies que apresentam sementes recalcitrantes é
especialmente necessaria, pois hem sempre o periodo de coleta é o ideal para a
semeadura para producdo de mudas (FONSECA; FREIRE, 2003), e sua longevidade
€ curta, podendo ser de 30 dias, como estudos para a espécie Erythroxylum coca
(KING; ROBERTS, 1979), até seis meses, como para Ocotea porosa (TONIN, 2006).

Sementes de Ocotea puberula sdo de comportamento recalcitrante ao
armazenamento (EIBL et al.,, 1994; MORI et al., 2012), perdendo totalmente a
viabilidade em ambiente ndo controlado em trés meses, sendo difici a sua
conservagdo (EIBL et al., 1994). Randi (1982) recomenda que as sementes desta
espécie devem ser armazenadas com os frutos, pois 0S mesmos possuem
substancias inibidoras da germinacgao, garantindo, desse modo, a dorméncia.

Os trabalhos cientificos que incluem o0 armazenamento de sementes em seus
frutos, como alternativa para sementes sensiveis ao dessecamento sd0 escassos,
mas com efeito positivo, como para sementes de Caesalpinia leiostachya (BIRUEL et
al., 2007); e Crambe abyssinica (COSTA et al., 2012).

Com base no que foi exposto acima, o objetivo deste trabalho foi determinar a
viabilidade e integridade do DNA em sementes de O. puberula armazenadas com e
sem o fruto, em condi¢des de camara fria.

39



6.4 MATERIAL E METODOS

As sementes de Ocotea puberula foram coletadas no estado de Santa
Catarina, nos municipios de Joacaba, Fraiburgo, Curitibanos, Ponte Alta e Brundpolis,
estabelecendo cinco lotes distintos (Tabela 5).

Tabela 5. Dados Geogréficos e Climaticos dos municipios de coleta de sementes de
Ocotea puberula.

Temp.

Lote  Municipio Latitude Longitude Altitude Média Clima
1 Joacaba 27°10'41"S 51°30'17°0 522m  18°C S“Bﬁ;?géca'
2 Fraiburgo 27°0320°S 50°03'34°0 1048 m 16,1 °C S“S%?géca'
3 Curiibanos 27°16'44’S 50°34'57°0 987m 15,2 °C S“S:;?géca'
4 Ponte Alta 27°2903'S 50°2249°0 856m  16°C Suptropical
5  Brundpolis 27°18'21"S 50°52'06"0O 843 m  19°C S“S:L?gc‘fa'

Fonte: Governo do Estado de Santa Catarina (2014) e Koppen (1936).

Foram colhidos frutos com coloracdo preto-azulada, considerados maduros, de
cinco matrizes em cada municipio, com excecao de Fraiburgo, onde foram
encontradas apenas duas matrizes. Apos a coleta, os frutos foram acondicionados em
sacos plasticos e transportados para o Laboratério de Sementes da Universidade
Estadual de Santa Catarina.

Para as sementes armazenadas sem o fruto, a remocdo da polpa foi feita
manualmente, com o auxilio de peneiras e agua corrente. O excesso de agua foi
retirado com papel toalha.

Para o armazenamento, 180 sementes de cada lote, com e sem fruto, foram
colocadas em sacos de papel do tipo “Kraft”’, armazenadas em camara fria (UR 40%
+3; Temp. 10 °C +2). Aos 0, 3, 6 e 9 meses foram retiradas amostras para avaliacdo
da umidade, viabilidade (testes de germinacéo e tetrazolio) e integridade do DNA.

A determinacdo do teor de agua foi realizada pelo método de estufa a
temperatura de 103 °C + 2 °C durante 24 h. Foram utilizadas 2 repeticdes para cada
lote, contendo 10 sementes por repeticdo. Os resultados foram expressos em
porcentagem com base no peso Umido das sementes, conforme as Regras para
Analise de Sementes (BRASIL, 2009).

Para o teste de germinacdo, as sementes foram postas em papel germitest,
previamente umedecido a 2 vezes o peso do papel (BRASIL, 2009), e colocadas para
germinar em germinador tipo Mangerdorffii regulados a 30 °C, sob luz constante. Para
cada lote, foram utilizadas quatro repeticdes de 20 sementes sem tegumento. A
avaliacdo foi realizada ap6s 36 dias da montagem do teste, sendo consideradas
germinadas sementes que deram origem a plantula normal.

Para o teste de tetrazoélio, 60 sementes, divididas em quatro repeti¢cdes, foram
seccionadas longitudinalmente, através do centro do eixo embrionario, com auxilio de
um bisturi e imersas na solucao de 2,3,5 trifenil cloreto de tetrazdlio (pH 6,5 a 7,0), na
concentracdo de 0,5%, pelo periodo de 1 hora (KALIL FILHO et al.,, 2008). Para
auxiliar a visualizagédo de todos os detalhes das sementes, foram utilizadas lupas de
mesa com lampada fluorescente. Os critérios de analise foram: 1- semente viavel
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(coloragéo avermelhada), 2- sementes invidveis (sem coloracdo), os resultados foram
expressos em porcentagem de sementes viaveis.

Para a determinacdo da integridade do DNA, sementes de ambos os
tratamentos foram previamente congeladas em nitrogénio liquido e estocadas em
Deep Frezzer (Temp. -70 °C), até o momento das andlises. As sementes armazenadas
com fruto, foram extraidas antes de serem congeladas em nitrogénio liquido. Para as
andlises, as sementes foram maceradas em nitrogénio liquido, com o auxilio de um
moinho elétrico. Foi utilizado o protocolo CTAB (BRASILEIRO, 1998) para a extragao:
40 a 50 mg das amostras maceradas foram colocadas em microtubos de 2 ml e
acrescidos 350 pL de tampao CTAB contendo 2% de B-mercaptoetanol, incubadas em
banho-maria a 65 °C por 1 hora. Foi adicionado ao microtubo 350 L da solugdo CIA
(Cloroformio-alcool-isoamilico) e homogeneizado por 25 minutos. As amostras foram
centrifugadas a 1400 rpm por 10 minutos, o sobrenadante foi transferido para outro
microtubo de 2 ml, onde foi adicionado 250 pL de isopropanol e colocado em freezer
durante 1 hora para decantagdo do DNA. As amostras foram novamente
centrifugadas, onde se descartou o sobrenadante e ao precipitado formado foi
adicionado etanol 70% e alcool absoluto (95%) para lavagem. O precipitado foi
suspenso em solucdo TE pH 8 e armazenado em geladeira até a quantificacdo em gel
agarose (0,8%), onde foi acrescido 2 uL de brometo de etidio e corrido em cuba de
eletroforese com solucdo TBE 0,5x, corrente elétrica de 100 volts pelo periodo de
aproximadamente 2 horas. As amostras foram fotografadas em transluminador.

Os experimentos foram montados em delineamento inteiramente casualizado
(DIC). Os dados foram testados quanto a normalidade, e foi realizada a andlise de
variancia. Os dados de germinacéo e tetrazdlio, expressos em porcentagens, que se
mostraram ndo homogéneos pelo teste de Shapiro-Wilk, foram transformados em

arco seno /x/100, conforme metodologia sugerida por Santana; Ranal (2004). As

médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, as andlises
foram realizadas com o programa estatistico ASSISTAT®.

6.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A germinacao observada para sementes recém colhidas variou entre 52 e 95%
(Tabela 6). As diferencas encontradas na germinacdo de lotes de procedéncias
distintas da mesma espécie podem ocorrer, conforme Wielewicki et al. (2006), devido
a variabilidade genética das espécies florestais silvestres, ou ainda devido a fatores
correlacionados a época de maturacao, a colheita e ao beneficiamento de sementes.
Diversos fatores internos e externos a semente podem interferir na germinacao
(MALAVASI, 1988; MARCOS FILHO, 2005).

Tabela 6: Germinacdo (%) de sementes de Ocotea puberula, armazenadas com (CF)
e sem o fruto (SF), pelo periodo de 9 meses em camara fria ( 40%UR e 10 + °C).

Armazenamento
3 meses 6 meses 9 meses
Lote 0 meses
SF CF SF CF SF CF CV%

L1 66 Abc* 56 ABb 51Bb 14Cabc 2Cab O0C O0C 27,76

L2 95 Aa 78Ba 76Ba 2Cbc O0Cb 0C 0C 899

L3 75Aab 61ABab 42Bb 18Cab O0Cb 0C 0C 29,32

L4 68 Abc 58 ABab 46Bb 0Cc 8 Ca 0C 0C 24,08

L5 52 Ac 44Ab 28Bc 26Ba 0Cb 0C 0C 2947
CV (%) 13,16 16,34 14,08 62,27 158,11 - -
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F 11,10 6,29 26,75 8,43 4,25 - -

* Médias seguidas por mesma letra mailscula na linha e mindscula na coluna néo
diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
Fonte: producéo do préprio autor.

Durante o armazenamento, a germinacdo das sementes foi reduzida
gradativamente, independente da presenca ou ndo do fruto, até chegarem aos 9
meses com porcentagens nulas. O mesmo comportamento foi verificado em diversas
espécies florestais, como Tabebuia impetiginosa, Euterpe edulis e Eugenia pyriformis
(TONIN, 2006; CORREA et al., 2008; MARTINS et al., 2009; SCALON et al., 2012).

Foi verificado que, de forma geral, sementes armazenadas sem o fruto mantém
sua qualidade por até 3 meses. Esses resultados divergem dos obtidos em sementes
de Caesalpinia leiostachya (BIRUEL et al., 2007); e Crambe abyssinica (COSTA et al.,
2012), onde o armazenamento com fruto foi eficaz, mantendo a viabilidade por mais
tempo. Randi (1982) recomenda que as sementes desta espécie devam ser
armazenadas com os frutos, pois 0s mesmos possuem substancias inibidoras da
germinacdo, garantindo, desse modo, a dorméncia. Porém, o que se observou neste
trabalho é que sementes quando armazenadas com o fruto tendem a ter uma
viabilidade similar ou menor do que as sementes armazenadas sem o fruto.

Os resultados do teste de tetrazolio demonstram que sementes armazenadas
sem o fruto mantiveram a qualidade por mais tempo durante o armazenamento
(Tabela 7), estes resultados também foram observados superiores ao teste de
germinacao.

Para o presente trabalho € possivel afirmar que as sementes de Ocotea
puberula perdem sua viabilidade apds trés meses de armazenamento em ambiente
controlado (camara fria) (Tabela 7). Eibl et al. (1994) encontraram comportamento
semelhante ao armazenar sementes da mesma espécie em ambiente ndo controlado,
afirmando que as sementes sdo de comportamento recalcitrante ao armazenamento,
perdendo totalmente a viabilidade em ambiente ndo controlado em trés meses, sendo
dificil a sua conservacéao.

Tabela 7: Sementes vidveis de Ocotea puberula (%), obtidas pelo teste de tetrazdlio,
armazenadas pelo periodo de 9 meses, em camara fria, com (CF) e sem o fruto (SF).

Armazenamento
3 meses 6 meses 9 meses
Lote 0 meses
SF CF SF CF SF CF CV%

L1 74 Aa 52ABab 18CDd 40BCab 14CDc OD OD 41,62
L2 77Aa 62ABab 70Aa 44Bab 48Ba O0C O0C 19,36
L3 53Bbc  77Aa 33Ccd 57Ba 24Chc OD OD 2322
L4 72 Aab 45ABCb 58 ABab 27CDb 44BCbc OD 0D 33,26
L5 50Bc 65Aab 45BCbc 48Bab 33Cabc OD 0D 15,19

CV (%) 13,62 23,66 21,46 26,84 31,07 - -
F 7,74 3,01 17,84 3,72 7,78 - -

* Médias seguidas por mesma letra mailscula na linha e mindscula na coluna néo

diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
Fonte: producéo do préprio autor.
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Em relagdo ao teor de agua, foi verificada grande variagdo ao longo dos 9
meses de armazenamento, sendo que para todos os lotes houve decréscimo
significativo. Sementes do Lote 1, que tinham 36,13% de umidade inicial, ap6s 9
meses de armazenamento reduziram as porcentagens para 10,24% em sementes sem
o fruto e 8,20% para sementes com fruto (Tabela 8).

Tabela 8: Umidade (%) das sementes de Ocotea puberula armazenadas em camara
fria pelo periodo total de 9 meses, com (CF) e sem o fruto (SF).

Armazenamento
Lote 0 meses 3 meses 6 meses 9 meses
SF CF SF CF SF CF CV%
L1 36,13 Ab* 17,13Bc 14,34 BCb 11,67 CDb 10,24 CDb 10,24 DEb 8,20 Ea 4,62
L2 35,62 Ab 26,88Ba 22,82BCa 2146BCa 13,21CDa 13,21DEa 8,13Ea 8,69
L3 40,34 Aa 22,13Bb 16,36 Cab 12,84 Dab 10,32 Eb 10,32Eb 7,40Fa 2,73
L4 38,85 Aa 20,81 Bbc 19,94Bab 16,91BCab 11,70CDab 11,70DEab 8,05Ea 5,41
L5 4094 Aa 27,05Ba 22,72Ba 19,10 Bab 11,46 Cab 11,46 CDab 9,22Da 6,2
CV (%) 1,53 4,38 10,65 13,79 3,89 3,89 5,87
F e 33,63 35,69 6,76 6,66 15,05 15,05 3,67

* Médias seguidas por mesma letra mailscula na linha e mindscula na coluna nao
diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
Fonte: producao do préprio autor.

Os resultados observados sugerem que a umidade das sementes foi um fator
decisivo para o armazenamento. Provavelmente, devido ao uso de papel Kraft as
sementes sofreram secagem durante 0 armazenamento, reduzindo o teor de agua
além do limite letal, ocasionando a morte das sementes (Tabela 8). O grau de umidade
letal equivale ao valor a partir da qual todas as sementes perdem a viabilidade
(HONG; ELLIS, 1996).

Na andlise da integridade do DNA de sementes sem o fruto foi possivel
visualizar sua degradacdo ao longo do armazenamento. Ao serem observadas
sementes do Lote 1 (Figura 1), por exemplo, foi possivel visualizar que no tempo zero
de armazenamento o DNA encontrava-se integro, com pouco arraste vertical. Com
trés meses de armazenamento, o DNA se encontrava menos integro, com uma
concentracao de arraste maior na proporcdo mediana do gel de agarose. O DNA com
seis meses de armazenamento possuia uma pequena proporgao integra (acumulado
no inicio do gel) e arraste ao longo do gel de agarose, e ho armazenamento de nove
meses houve uma quantidade menor de DNA integro e arraste ao longo do gel de
agarose. O mesmo padréo pbde ser notado para os demais lotes (Figura 1).

Figura 1. Gel de agarose (0,8%), de DNAs gendmicos extraidos de sementes de
Ocotea puberula, ao longo do armazenamento por 0, 3, 6 e 9 meses, em camara fria.
Onde: kb= Pares de base; L1 = Lote 1; L2= Lote 2; L3= Lote 3; L4= Lote 4; L5= Lote 5;
CP= Controle Positivo.
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Fonte: producao do préprio autor.

Células vegetais quando sdo sujeitas a estresses ambientais possuem um
padrdo de degradacdo devido ao processo de morte celular passiva (Wang et al.,
1998). A temperatura e a umidade relativa do ar, onde as sementes sdo armazenadas,
sdo os principais fatores que afetam a sua qualidade fisiologica. Tais danos séo
acumulados mais rapidamente em sementes Umidas que nas secas, e estdo
relacionados ao envelhecimento e a perda da viabilidade das sementes (MARCOS
FILHO, 2005).

A manutencdo da informacdo genética € um requisito essencial para a
tolerdncia a dessecacao e a sobrevivéncia das células (OSBORNE et al., 2002). Pelos
resultados obtidos, podemos inferir que a degradacdo do DNA ocorre em estagios
iniciais do processo de deterioracdo em sementes armazenadas de Ocotea puberula.

Garcia (2012), ao estudar o armazenamento de sementes de Araucaria
angustifolia durante seis meses em freezer ou refrigerador, pdde inferir através do gel
de agarose 0,8% que ndo ocorreu a degradacdo do DNA nesse periodo.

6.6 CONCLUSOES

Sementes de Ocotea puberula perdem sua viabilidade ap6s 3 meses de
armazenamento em camara fria a 40% de UR e 10 + 2 °C.

A degradacao do DNA ocorre em estagios iniciais do processo de deterioracao
em sementes de Ocotea puberula, armazenadas com ou sem o fruto.

6.7 REFERENCIAL TEORICO

BIRUEL, R.P.; AGUIAR, |.B.; PAULA, R.C. germinacdo de sementes de pau-ferro
submetidas a diferentes condicbes de armazenamento, escarificacdo quimica,
temperatura e luz. Revista Brasileira de Sementes, v. 29, n. 3, p. 151-159, 2007.

BRASIL. Ministério da Agricultura e Reforma Agraria. Regras para analise de
sementes. Brasilia: 2009. 365p.

BRASILEIRO, A.C.M., CARNEIRO, V.T.C. Manual de transformacé&o genética de
plantas. Brasilia: EMBRAPA-SPI/EMBRAPA-CENARGEM, 1998. 309 p.

CARVALHO, L.R.; DAVIDE, A.C.; SILVA, E.A.A.; CARVALHO, M.L.M. Classificacéo
de sementes de espécies florestais dos géneros Nectandra e Ocotea (Lauraceae)
guanto ao comportamento no armazenamento. Revista Brasileira de Sementes.
v.30, n.1, p. 1-9, 2008.

44



CARVALHO, N.M.; NAKAGAWA, J. Sementes: ciéncia, tecnologia e producao.
Jaboticabal: FUNEP, 2000. 588p.

CORREA, M.G.; CORANDIN, C.M.; SILVA, A.C.; PEREIRA, S.G.; OLIVEIRA, SA.
Armazenamento de sementes de ipé-roxo (Tabebuia impetiginosa Mart.). Anais... IX
Simpésio Nacional Cerrado. Brasilia, 2008.

COSTA, L.M.; RSENDE, O.; GONCALVES, D.N.; SOUZA, K.A. Qualidade dos frutos
de crambe durante o armazenamento. Revista Brasileira de Sementes, v. 34, n. 2 p.
239 - 301, 2012.

EIBL, B.l.; SILVA, F.; CARVALHO, A.; CZEREPAK, R.; KEHL, J. Ensayos de
germinacion y andlisis cuantitativo en semillas de especies forestales nativas de
Misiones, R.A Yvyrareta, Eldorado, v.5, n.5, p.33-48, 1994.

FLORIANO, E.P. Armazenamento de sementes florestais. Santa Rosa: ANORGS,
2014. 10p. (Caderno Didatico).

FONSECA, S.C.L.; FREIRE, H.B. Sementes recalcitrantes: Problemas na péscolheita.
Bragantia, v.62, n.2, p.297-303, 2003.

GARCIA, C. Alteracdes fisioldgicas e bioquimicas em sementes de Araucaria
angustifdlia (Bertolini) Otto Kuntze sob condicbes controladas de
armazenamento. Dissertacdo (Mestrado) — UFSC/CCA, Florianépolis, 2012.

GOVERNO DO ESTADO DE SANTA CATARINA. 2013. Disponivel em:
<http://www.sc.gov.br>. Acesso em 16 jan. 2014.

HONG, T. D.; ELLIS, R.H. A protocol to determine seed storage behavior. Rome:
IPGRI, 1996. 62p.

KALIL FILHO, A. N.; LOPES, A.J.; REGO, G.M.; TOMACHITZ, A. Avaliacdo da
Qualidade Fisiolégica de Sementes de Imbuia pelo Teste do Tetrazélio (Nota
cientifica). Pesquisa Florestal Brasileira. n.57, p.69 -72, 2008.

KING, M\W.; ROBERTS. E.H. The storage of recalcitrant seeds: achievements and
possible approaches. Rome: International Board for Plant Genetic Resources, 1979.
96p.

KOPPEN, W. Das geographische system der klimate. In: KOPPEN, W.; GEIGER, R.
(Ed.). Handbuch der klimatologie. Berlin: Gebruder Borntraeger, 1936. v. 1, p. 1-44.
MAPA. Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento Circular. Técnica 62 —
Ocotea puberula. Colombo: EMBRAPA, 2002. 11p.

MALAVASI, M.M. Germinagéo de sementes. In: PINA-RODRIGUES, F.C.M. (Coord.).
Manual de anélise de sementes florestais. Campinas: Fundagé&o Cargil, 1988. P. 25-
40.

MARCOS FILHO, J. Fisiologia de sementes de plantas cultivadas. Piracicaba :
Fealq, 2005. 495p.

MARTINS, C.C.; BOVI, M.L.AA,, NAKAGAWA, J., MACHADO, C.G. Secagem e
armazenamento de sementes de jucara. Revista Arvore, v.33, n.4, p.635-642, 2009.

MELLO, J.I. de O. Compostos de reserva de sementes e suas relagcdes com
diferentes niveis de sensibilidade a dessecacdo e ao congelamento. 117f.
Dissertacdo (Mestrado em Biodiversidade Vegetal e Meio Ambiente) Instituto de
Botanica da Secretaria do Meio Ambiente. Sdo Paulo, 2008.

45



MINOR, H.C.; PASCHAL, E.H. Variation in storability of soybeans under simulated
tropical condition. Seed Science and Technology, v.10, n.1, p.131-139, 1982.

MORI, E.S.; PINA-RODRIGUES, F.C.M. FREITAS, N.P.; MARTINS, R.B. (org.).
Sementes florestais: guia para germinacédo de 100 espécies nativas. Sao Paulo:
Instituto Refloresta, 159 p., 2012.

MORITZ, A.; DEGENHARDT, J.; DUTRA, L.F.; HANSEL, F.A. LIMA, B.H;
FRANCESCHI, C.R.B.; FRANCISCON, L. Estabelecimento in vitro de Ocotea
odorifera, O. catharinensis e O. porosa. Pesquisa Florestal Brasileira. n.59, p. 37-44,
2009.

OSBORNE, D.J.; BOUBRIAK, I.; LEPRINCE, O. Rehydration of dried systems:
membranes and nuclear genome. In: BLACK, M.; PRITCHARD, HW. (Ed.).
Desiccation and survival in plants: drying without dying. Wallingford: CABI
Publishing, 2002. p.343-364.

POPINIGIS, F. Fisiologia da semente. 2.ed. Brasilia, DF: AGIPLAN, 1985. 289p.

RANDI, A.M. Estudo preliminar sobre inibidores de germinacdo em frutos de Miconia
cinnamomifolia e Ocotea puberula. In: Congresso nacional sobre esséncias nativas,
1982, Campos do Jordéo. Anais ... S&o Paulo: Instituto Florestal, 1982. p.238-242.
Silvicultura: Sdo Paulo, v. 16 A, parte 1, 1982.

ROBERTS. E.H. Storage environment and the control of viability. In: ROBERTS, E.H.
Viability of seeds. London: Syracuse University Press, 1972. p.14-58.

SANTANA, D.G.; RANAL, M.A. Andlise da germinacdo: um enfoque estatistico.
Brasilia: Editora Universidade de Brasilia, 2004. 248 p.

SANTOS, A.F.; PARISI, J.J.D.; MENTEN, J.O.M. (Ed. Técnicos). Patologia de
sementes florestais. Colombo: Embrapa Florestas, 2011. 236 p.

SCALON, S.P.Q.; 2, NEVES, E.M.S; MASETO, T.E.; PEREIRA, Z.V. Sensibilidade a
dessecacdo e ao armazenamento em sementes de Eugenia pyriformis Cambess.
(uvaia). Rev. Bras. Frutic., v. 34, n. 1, p. 269-276, 2012.

SILVA, K.B.; ALVES, E. U.; BRUNO, R.L.A.; SANTOS, S. S.; BARROSO, L. M.
Tolerancia a dessecacdo de sementes de Cinnamomum zeylanicum Ness. Semina:
Ciéncias Agrérias, v. 33, n. 2, p. 587-594, 2012.

TEKRONY, D.M.; EGLI, D.B; WHITE, G.M. Seed production and technology. In:
WILCOX, J.R. (Ed.). Soybeans: improvement, production and uses 1. Madison:
American Society of Agronomy, 1987. p.295-353.

TONIN, G.A.; CRISTINA, S.; PEREZ, J.G.A. qualidade fisioldgica de sementes de
Ocotea porosa (Nees et Martius ex. Nees) apos diferentes condicdes de
armazenamento e semeadura. Revista Brasileira de Sementes, v. 28, n. 2, p. 26-33,
2006.

WIELEWICKI, A.P.; LEONHARDT, C.; SCHLINDWEIN, G.; MEDEIROS, A.C.S.
Proposta de padrbes de germinacdo e teor de agua para sementes de algumas
espécies florestais presentes na regido sul do Brasil. Revista Brasileira de Sementes,
v.28, n.3, p.191-197, 2006.

46



7 SANIDADE DE SEMENTES DE Ocotea puberula (Rich.) Ness
7.1 RESUMO

Objetivou-se com este trabalho avaliar o método adequado para detecgéo de
patbgenos em sementes de Ocotea puberula, da assepsia, ou ndo, das sementes
antes da deteccdo dos patégenos e quais géneros fungicos infestam sementes de
desta espécie. O estudo foi realizado com cinco lotes de sementes, oriundos de
municipios do Estado de Santa Catarina. Foram realizados os métodos com meio de
cultura BDA, meio de cultura V8 e método “Blotter Test”. Em cada teste, foram
utilizadas sementes com e sem assepsia (desinfestadas com hipoclorito de sodio e
alccol), totalizando 80 sementes para cada teste. A incubacdo das sementes foi
realizada em camara com temperatura controlada a 22 + 3 °C, com fotoperiodo de 12
horas, durante sete dias, quando ocorreu a avaliagdo e identificagdo dos fungos.
Foram observados nove géneros fungicos: Penicillium sp., Phomopsis sp., Epicocum
sp., Curvularia sp., Colletotrichum sp., Aspergillus sp., Alternaria sp., Fusarium sp. e
Trichoderma sp. Os meios agarizados foram mais sensiveis para a detec¢do de
fungos infestantes nas sementes e a assepsia das sementes com hipoclorito de sédio
reduz a incidéncia desses fungos, sendo indicada quando se realiza teste de sanidade
com sementes dessa espécie.

Palavras-chave: canela-guaicd, teste de sanidade, assepsia, patdgenos de sementes.
7.2 ABSTRACT

The objective of this study was assess the method suitable for detection of
pathogens in seeds of Ocotea puberula, asepsis, or not, the seeds prior to detection of
pathogens and which fungi species infest seeds of this species.The study was
conducted with five seed lots, coming from the counties of Santa Catarina. Methods
with BDA culture medium, V8 culture medium and "Blotter Test" method were
performed. Seeds with and without aseptic (sterilized with sodium hypochlorite and
alcohol), a total of 80 seeds for each test were used in each test. The seed incubation
was performed in a chamber with controlled temperature of 22 + 3 °C with a
photoperiod of 12 hours for seven days when the assessment and identification of fungi
has occurred. Nine genres fungi were observed: Penicillium sp., Phomopsis sp.,
Epicocum sp., Curvularia sp., Colletotrichum sp., Aspergillus sp., Alternaria sp.,
Fusarium sp. and Trichoderma sp. The agarized media were more sensitive for the
detection of fungi in seed and weed seed disinfection with sodium hypochlorite reduces
the incidence of these fungi is indicated when performing a sanity test with seeds of
this species.

Keywords: canela-guaica, sanity test, asepsisi, seed pathogens.

7.3 INTRODUCAO

Entre os fatores que podem afetar a qualidade das sementes florestais estdo
os de carater fitossanitario, entre os quais se destacam os fungos (VERCHIATO,
2010). As sementes podem carregar, ha sua superficie ou internamente, fungos e
outros organismos (RAHALKAR; NEERGAARD, 1969), servindo como meio de
transmissao ou transporte desses, constituindo-se desta forma, em um dos principais
meios de disseminacgéo de patdégenos de plantas.

A contaminacdo das sementes e frutos de esséncias florestais ocorre
predominantemente no solo onde s&o colonizados por diversos fungos, incluindo
saprofitas e parasitas facultativos que tém vida saprofitica no solo ou na matéria

47



organica, tais como: Alternaria sp., Cylindrocladium sp., Fusarium sp., Phoma sp.,
Phomopsis sp., Pythium sp., Rhizoctonia sp. e Trichoderma sp., dentre outros
(FEREIRA, 1989). Quando as sementes e frutos séo levados para o beneficiamento
e/ou armazenamento, os fungos sdo disseminados para as sementes sadias, por isso,
muitas vezes, ha a necessidade de se realizar tratamento de sementes.

Varios autores, avaliando sementes de diferentes espécies florestais,
constataram a incidéncia de fungos como Alternaria alternata, Aspergillus spp.,
Cladosporium sp., Curvularia sp., Fusarium spp., Pestalotiopsis sp., Phomopsis sp.,
Rhizopus sp., e Trichoderma sp. (CHEROBINI et al., 2004; GRANDIS et al., 2004;
NASCIMENTO et al., 2004; PADULLA et al., 2010). Para a familia Lauraceae, porém,
em especial do género Ocotea, os trabalhos sdo escassos. Rego et al. em 2008
relataram a presenca de fungos associados a frutos e sementes de Ocotea porosa.

A presenca de fungos pode reduzir a capacidade germinativa de um lote de
sementes e apresentar problemas na interpretacdo dos resultados dos testes de
germinacdo conduzidos em condi¢des de laboratério (BRASIL, 2009; SANTOS, et al.,
2011). Em muitos casos, a baixa germinabilidade de um lote pode estar associada
com a contaminacao de patégenos. Por esses motivos a realizacdo dos testes de
sanidade é essencial para esclarecer as causas da baixa germinagcdo em amostras
com elevados indices de infecgao/infestagdo por microrganismos (HENNING, 2005).

Ha diversas formas de detectar a presenca de fungos em sementes, e sua
escolha depende, principalmente, da espécie. Dentre essas formas, o método do
papel filtro ou “Blotter Test” € o mais utilizado nos testes rotineiros de sanidade de
sementes (MATHUR, 1983; NEERGAARD, 1983). A incidéncia de muitos fungos e
bactérias infestantes, que crescem rapidamente neste substrato, pode impedir a
frutificacdo dos fungos-alvo, dificultando a sua identificacdo e quantificacédo, sobretudo
os de crescimento lento. Nesse Ultimo caso, a incidéncia pode ser subestimada
(TEMPE, 1970; NEERGAARD, 1973; REIS et al., 1999).

Os meios nutritivos com Agar, outra forma de detectar fungos em sementes,
necessitam de uma fonte de carbono, que pode ser a glicose, e nitrogénio além de
outros elementos em menor quantidade, tais como potassio, fosforo, enxofre, ferro,
magnésio, zinco, manganés e vitaminas (ZAUZA et al., 2007). Segundo Medeiros et al.
(1992), entre os principais meios utilizados na deteccdo de fungos estd o meio de
cultura de BDA (batata-dextrose-agar).

De um modo geral, o método BDA ¢ utilizado quando o teste em papel filtro
ndo oferece condigbes adequadas para 0 crescimento e a esporulacdo de
determinados pat6genos, ou quando estes produzem colbnias caracteristicas ho meio
de cultura (SANTOS et al., 2011).

Além do uso de método de detecgdo adequado, a assepsia superficial das
sementes é recomendada nos testes de sanidade, pois permite a identificagéo correta
de microrganismos associados as sementes florestais, como ja observado em testes
com sementes de Pelptophorum dubium, Mimosa bimucronata e Enterolobium
contortisiliguum (MUNIZ et al., 2007).

Com base no exposto acima, objetivou-se com este trabalho avaliar a eficiéncia
de diferentes métodos de deteccdo de patdgenos em sementes de Ocotea puberula e
da assepsia, ou ndo, das sementes antes da detecgédo dos patdgenos.

7.4 MATERIAL E METODOS
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As sementes de Ocotea puberula foram coletadas no estado de Santa
Catarina, nos municipios (lotes) de Joacaba, Fraiburgo, Curitibanos, Ponte Alta e
Brunopolis (Tabela 9).

Tabela 9: Dados geograficos e climaticos dos municipios de coleta das sementes de
Ocotea puberula.

Lote  Municipio  Latitude Longitude  Altitude LZ”C]& Clima

1 Joagaba 27°10'41°S 51°30'17°0 522m  18°C Suptropical
2 Fraiburgo 27°0320°S 50°03'34°0 1048 m 16,1 °C S“Sm;éca'
3 Curitibanos 27°1644’S 50°3457°0 987m  152°C  SUJroRicd
4 Ponte Alta 27°2903’S 50°22'49°0 856 m 16 °C Suptropical
5  Brunopolis 27°1821"S 50°52'06"0 843m  19°C S“S%?gci)ca'

Fonte: Governo do Estado de Santa Catarina (2014) e Koppen (1936).

Foram coletadas sementes de cinco matrizes, em cada municipio, com
excecao de Fraiburgo, onde foram encontradas apenas duas matrizes. A coleta dos
frutos foi realizada quando apresentavam coloracdo preto-azulada, considerados
maduros, com auxilio de poddo. A remoc¢do da polpa foi feita manualmente, com o
auxilio de peneiras e agua corrente. O excesso de agua foi retirado com papel toalha.

Foram realizados trés testes de sanidade em sementes, utilizando os métodos
com meio de cultura BDA, meio de cultura V8 e “Blotter Test”.

O meio de cultura tipo BDA foi preparado em um erlenmeyer de 2000 mL de
capacidade, onde foi adicionado caldo da batata (200 g de batata cozidas em 500 mL
de 4gua destilada), 15 g de agar e 20 g de dextrose, ajustado o volume final para 900
mL e autoclavado a 120 °C por 20 minutos (TUITE, 1969).

Para o meio de cultura V8,'foram adicionados 200 ml de suco V8 (Tomato
Juice), 4,5 g de CaCo® 17 g de Agar e 800 ml de agua destilada, com posterior
autoclavagem a 120 °C por 20 minutos (FERNANDEZ, 1993).

Apdés a autoclavagem, os substratos foram resfriados até atingirem a
temperatura de aproximadamente 45 °C, onde foram vertidos em caixas gerbox,
previamente esterelizadas.

Ja no método blotter test, as sementes foram distribuidas em caixas gerbox,
previamente esterelizadas com formol e solu¢éo de hipoclorito de sodio 1%, forradas
com duas folhas de papel filtro, que foram previamente esterilizadas em autoclave a 1
atm (120 °C), por 20 minutos e umedecidas com agua destilada esterilizada.

Foram utilizadas 80 sementes de cada lote para cada método de sanidade,
divididas em quatro repeticbes, com ou sem assepsia, a fim de comparar os resultados
obtidos quando a assepsia foi adotada. A assepsia consistiu em imergir as sementes
em alcool 70%, hipoclorito de sédio 1% e em seguida lavadas com &gua destilada.

A incubacéo foi realizada em camara com temperatura controlada a 22 °C+3
°C, com fotoperiodo de 12 horas, durante sete dias, quando ocorreu a avaliacdo e
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identificacdo dos fungos. A avaliacdo, para os testes de sanidade, foi realizada
observando-se as estruturas flngicas, em microscopio estereoscopico e o6tico, e a
identificacdo dos fungos foi realizada com o auxilio da chave de identificacdo
(BARNETT; HUNTER, 1972). Os dados da incidéncia dos fungos foram expressos em
percentagem.

Os experimentos foram montados em bloco inteiramente casualizado (DBC),
com quatro repeticdes de cada teste realizado. Os dados foram testados quanto a
normalidade e a analise de variancia, e foram transformados através da formula
arco seno /x/100 (SANTANA; RANAL, 2004). Constatando significancia, as médias
foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, as analises foram
realizadas com o programa estatistico ASSISTAT®.

7.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram identificados em sementes de Ocotea puberula os seguintes fungos:
Penicillium sp., Phomopsis sp., Epicocum sp., Curvularia sp., Colletotrichum sp.,
Aspergillus sp., Alternaria sp., Fusarium sp. e Trichoderma sp. (Tabela 10).

Estes fungos também foram identificados em sementes de Ocotea porosa
Ness. L. (REGO et al., 2008), Acacia mearnsii (BARROSO; et al., 2008), Tabebuia
serratifolia e Tabebuia impetiginosa (BOTELHO et al., 2008), Seiba speciosa
(LAZAROTTO et al.,, 2010), Blepharocalyx salicifolius (REGO et al., 2012) e
Schizolobium amazonicum (OLIVEIRA et al., 2012).

Tabela 10: Incidéncia (%) de fungos em sementes de Ocotea puberula oriundas de
municipios do estado de Santa Catarina, com e sem assepsia, submetidas aos testes
de sanidade em meio de cultura agarizado (BDA e V8) e “Blotter Test”.

Incidéncia (%)

Fungo Lote Sem assepsia . Com assepsia .
V8 BDA Blotter Test Média V8 BDA Blotter Test Média
o 1 5,0Aa 10,0Aa 15,0Aa 100 a 13,3Aa 149 Aa 25,3 Aa 178a
g 2 15,0Ba 0,0 Aa 15,0 Ba 10,0 a 143Aa 7,8Aa 29,8 Ba 17,3 a
= 3 00Aa 50Aa 212Aa 88a 32Aa 114Aa 103Aa 83a
% 4 50Aa 150Aa 88Aa  96a 00Aa 7,8Aa 89Aa  56a
Q 5 10,0Aa 10,0Aa 238Aa 146 a 0,0Aa 7,8ABa 22,3 Ba 10,0 a
Média 7,0 A 8,0A 16,8 A 6,2 A 9,9 AB 193B
CV(%) 61,15 44,83
Sem assepsia Com assepsia
Fungo Lote — -
V8 BDA Blotter Test Média V8 BDA Blotter Test Média
“o-; 1 9,2 Ba 0,0 Aa 0,0 Aa 3,la 13,7 Aa 0,0 Aa 20,8 Aa 115a
g 2 12,4Bab 0,0 Aa 0,0 Aa 4,1a 19,5 Aa 0,0 Aa 16,7 Aa 121a
2 3 244Bb 0,0 Aa 0,0 Aa 8,la 14,5 Aa 0,0 Aa 17,0 Aa 105a
g 4 17,9Bab 0,0 Aa 0,0 Aa 6,0 a 21,2 Aa 0,0 Aa 6,6 Aa 9,3a
g 5 13,1Bab 0,0 Aa 0,0 Aa 4,4 a 0,0 Aa 0,0 Aa 0,0 Aa 0,0a
Média 154 B 0,0A 0,0A 13,8B 0,0A 122B
CV(%) 66,53 68,31
Continua...
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Tabela 10: Continuacao...

Incidéncia (%)

Fungo Lote

Sem assepsia

Com assepsia

VS8 BDA Blotter Test Média V8 BDA Blotter Test Média
o 1 0,0Aa 4,6 Aa 0,0 Aa 15a 0,0Aa 20,8 Aa 0,0 Aa 6,9 a
e 2 00Aa 57Aa 00Aa  19a 32Aa 14lAa 00Aa 58a
3 3 0,0Aa 9,2 Aa 0,0 Aa 3,a 32Aa 3,2Aa 0,0 Aa 21a
o
O 4 0,0Aa 8,9Aa 0,0 Aa 30a 0,0Aa 15,7 Aa 0,0 Aa 52a
o
Ll 5 3,2 Aa 16,6 Aa 0,0 Aa 6,6 a 3,2Aa 22,4 Aa 0,0 Aa 85a
Média 0,6 A 9,0B 0,0A 19A 152B 0,0A
CV(%) 76,19 81,41
o 1 146 Bab 0,0 Aa 0,0 Aa 49a 20,2Ba 0,0 Aa 0,0 Aa 6,7 a
@ 2 0,0Aa 0,0 Aa 0,0 Aa 0,0a 155Aa 0,0 Aa 0,0 Aa 52a
% 3 00Aa 00Aa 00Aa 00a 170Ba 00Aa 00Aa 57a
>
> 4 3,2 Aab 7,5 Aa 0,0 Aa 3,6a 13,2 Aa 0,0 Aa 0,0 Aa 4.4 a
>
) 5 20,6Bb 0,0Aa 0,0 Aa 69a 383Ba 0,0Aa 0,0 Aa 12,8 a
Média 77 A 1,5A 0,0A 208B 00A 0,0A
CV(%) 195,95 83,82
g 1 0,0Aa 5,7 Aa 0,0 Aa 19a 0,0Aa 6,5Aa 0,0 Aa 22a
E 2 00Aa 78Aa 00Aa 26a 00Aa 00Aa 00Aa 00a
e
2 3 0,0Aa 4,6 Aa 3,2 Aa 2,6a 46Aa 3,2Aa 7,8 Aab 52a
o
© 4 0,0 Aa 0,0 Aa 11,1 Ba 3,7a 3,2Aa 5,7 Aa 6,5 Aab 51a
S 5 00Aa 7,5Aa 3,2 Aa 36a 89ABa 00Aa 17,7Bb 89a
Média 00A 512A 35A 33A 31A 6,4 A
CV(%) 132,14 107,16
" 1 179Aab 272Aa 135Aa 195a 11,2Aa 0,0Aa 11,4Aa 7,5ab
= 2 140Aa 124Aa 157Aa 140a 114Aa 3,2Aa 213Aa 12,0b
g 2 3 323Ab 2l1Aa 254Aa 263a 32Aa 0,0Aa 7.8 Aa 3,7a
2 4 247Aab 201Aa 13,1Aa 193a 32Aa 0,0Aa 7,5 Aa 3,6a
< 5 237Aab 231Aa 165Aa 2l,la 6,5Aa 0,0 Aa 140Aa 6,8ab
Média 225A 20,8A 16,8 A 71A 06A 12,4 A
CV(%) 23,75 92,06
Continua...
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Tabela 10: Continuacao...

Incidéncia (%)

Fungo Lote Sem assepsia ' Com assepsia .
V8 BDA Blotter Test Média V8 BDA Blotter Test Média
_ 1 00Aa 5,7Aab 121Aa 59a 0,0Aa 3,2Aa 3,2 Aa 21la
7] 2 00Aa 31,7Bb 7,8 Aa 132a 00Aa 0,0Aa 0,0 Aa 00a
§ 3 0,0Aa 195Aab 0,0 Aa 6,5a 0,0Aa 3,2Aa 3,2 Aa 21la
g 4 00Aa 3,2Aa 0,0 Aa 11a 00Aa 0,0Aa 3,2 Aa l1a
“ 5 00Aa 7.8Aab 00Aa  26a 00Aa 00Aa 00Aa 00a
Média 00A 136B 4,0 AB 00A 13A 1,9 A
CV(%) 125,61 109,54
© 1 32Aa 3,2Aa 0,0 Aa 2,1a 4,6 Aa 0,0 Aa 0,0 Aa 15a
E 2 00ma 65Aa  00Aa  22a 00Aa 75Aa  00Aa  25a
2 3 00Aa 32Aa 0,0 Aa 1,1a 0,0 Aa 159 Aa 0,0 Aa 53a
S 4 00Aa 0,0Aa 0,0 Aa 00a  46Aa 0,0Aa 0,0 Aa 1,5a
= 5 0,0Aa 0,0Aa 0,0 Aa 0,0a 0,0Aa 0,0 Aa 0,0 Aa 0,0a
Média 06A 26A 0,0A 1,84A 47A 0,0 A
CV(%) 160,6 217,44
g 1 O00Aa 5,7Aa 0,0 Aa 19a 0,0Aa 6,5Aa 0,0 Aa 2,2a
S 2 00Aa 7,8Aa 0,0 Aa 2,6 a 0,0Aa 0,0Aa 0,0 Aa 0,0a
52 3 00Aa 46Aa 32Aa  26a 46Aa 32Aa 78Aab  52a
@ 4 00Aa 00Aa 111Ba 3,7a 32Aa 57Aa 65Aab 51la
3 5 00Aa 7,5Aa 3,2 Aa 36a 89ABa 0,0Aa 17,7Bb  89a
Média 00A 512A 35A 33A  31A 6,4 A
CV(%) 132,14 107,16

*Médias seguidas por mesma letra mailscula na linha e mindscula na coluna nédo
diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
Fonte: producéo do préprio autor.

A maior incidéncia foi verificada pelo fungo Aspergillus sp., em todos os lotes
analisados. Para sementes sem assepsia a maior infestagdo encontrada foi no lote 3,
onde foi constatado 32,3% de infestacdo em meio V8, e a menor no lote 2 em meio
BDA com 12,4%. Com assepsia houve menor incidéncia dos fungos, com incidéncias
de 3,2% nos lotes 3 e 4 (meio V8) e lote 2 (meio BDA). A utilizagdo da assepsia
reduziu a incidéncia média deste fungo nas sementes, em todos os lotes avaliados
(Tabela 10).

Penicillium sp. foi outro fungo com incidéncia consideravel, em todos os lotes e
métodos de deteccdo. A maior incidéncia ocorreu no lote 2 (29,8%) no método de
“Blotter test” sem assepsia e a menor foi verificada no lote 3 (3,2%), em meio V8 sem
assepsia (Tabela 11).

Aspergillus sp. e Penicillium também foram identificados em sementes de
Ocotea porosa, REGO et al. (2008); Ceiba speciosa , LAZAROTTO et al. (2010);
Caesalpinia echinata, PADULLA et al. (2010) e Schizolobium amazonicum, OLIVEIRA
et al. (2012). Tanto Aspergillus sp. como Penicillium sp. sdo fungos associados a
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deterioracdo de sementes em condicdes de armazenamento inadequado, mas a
contaminacado pode ocorrer logo apos a colheita (MACHADO, 1988).

Epicocum sp. foi estatisticamente mais incidente no meio de cultura BDA, tendo
como maior incidéncia (22,4%) para o lote 5 e menor incidéncia para o lote 3, ambos
com assepsia. O contrario aconteceu com Phomopsis sp., onde a incidéncia nao foi
detectada em meio BDA, com ou sem assepsia, mas ocorreu nos demais métodos. A
maior porcentagem de incidéncia do fungo Phomopsis sp. foi de 24,4% no meio de
cultura V8 e a menor foi 6,6% no método “Blotter test”, sem e com assepsia,
respectivamente (Tabela 10).

Rego et al. (2008) avaliando a sanidade de sementes de Ocotea porosa em
método “Blotter test” detectaram a incidéncia de 11,4% do género fungico Epicocum

sp.

O método V8 foi o Unico a detectar a incidéncia de Curvularia sp., nas
sementes com e sem assepsia, chegando a ter 38,3% de incidéncia para o lote 5, em
sementes com assepsia. Para Fusarium sp., este método de sanidade foi 0 menos
eficiente, sendo estatisticamente diferente para os métodos com as sementes sem
assepsia (Tabela 10).

As espécies de Fusarium sdo consideradas fungos de campo, isto €, podem
infectar as sementes no periodo de crescimento e maturagdo (WETZEL, 1987). Em
trabalho com sementes de Caesalpinia echinata, Vilela; Pires (2004) e Padulla et al.
(2010) observaram que, quando as sementes sao coletadas apés queda ao solo, ficam
expostas a flutuacbes de temperatura, umidade relativa, orvalho, chuva, podendo
favorecer o desenvolvimento de fungos de campo. Os fungos deste género séo
potencialmente patogénicos a espécies florestais, responsaveis pelo tombamento
tanto de pré como de pés-emergéncia das plantulas (CARNEIRO, 1987).

O método “Blotter test” nao foi eficiente para detectar fungos do tipo
Trichoderma sp., para sementes com ou sem assepsia. Lazarotto et al. (2010), em
sementes de Ceiba speciosa, encontraram uma baixa incidéncia deste fungo em
“Blotter test” (1,9%) e mais de 24% de incidéncia nas sementes em meio agarizado
BDA. Em sementes de Ocotea porosa, Rego et al. (2008) detectaram 11,95% de
Trichoderma sp. no método “Blotter test”.

De maneira geral, nos testes de sanidade realizados com meios agarizados
(V8 e BDA) foram mais sensiveis para a avaliacdo da sanidade das sementes, pois
apresentaram maiores porcentagens de incidéncia de patégenos, quando comparados
com o método “Blotter test”, para sementes com ou sem assepsia.

A incidéncia de muitos fungos e bactérias infestantes, que crescem
rapidamente no substrato “Blotter test”’, pode impedir a frutificacdo dos fungos-alvo,
dificultando a sua identificagdo e quantificacdo, sobretudo os de crescimento lento.
Nesse ultimo caso, a incidéncia pode ser subestimada (TEMPE, 1970; NEERGAARD,
1973; REIS et al., 1999).

O meio agarizado V8 foi citado por Montemor et al. (2011), como o mais
indicado para deteccdo do patdogeno Colletotrichum lindemuthianum, pois € um meio
mais nutritivo e oferece melhores condigBes para o fungo se desenvolver, possui na
sua composicdo quimica teores consideraveis de proteina, carboidrato, acucares,
magnésio, vitaminas A e C, ferro e célcio.

O fungo Alternaria sp. ndo desenvolveu-se em sementes sem assepsia, para
todos os lotes e métodos de sanidade. J4 para sementes com assepsia 0S meios
agarizados foram mais eficientes para este patégeno. A maior incidéncia deste fungo
foi de 18% em meio BDA no lote 2. Lazarotto et al. (2010) identificaram 37% de
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incidéncia deste fungo em sementes de Ceiba speciosa utilizando também o meio de
cultura do tipo BDA e Rego et al. (2008) em sementes de Ocotea porosa detectaram
7,35% deste fungo pelo método “Blotter test”.

A assepsia superficial das sementes é recomendada nos testes de sanidade,
pois permite a identificacdo correta de microrganismos associados as sementes
florestais, como ja observado em testes com sementes de Pelptophorum dubium,
Mimosa bimucronata e Enterolobium contortisiliquum (MUNIZ et al., 2007). Em geral,
para a assepsia de sementes de espécies florestais nativas do Brasil tem sido
recomendado, entre outros produtos, o hipoclorito de sédio nas concentracdes de 1 a
2% por dois minutos (FERRAZ; CALVI, 2010).

7.6 CONCLUSAO

Foram identificados em sementes de Ocotea puberula os fungos Penicillium
sp., Phomopsis sp., Epicocum sp., Curvularia sp., Colletotrichum sp., Aspergillus sp.,
Alternaria sp., Fusarium sp. e Trichoderma

Os testes de sanidade realizados com meios agarizados (V8 e BDA) foram
mais sensiveis na deteccao de patdgenos em sementes de Ocotea puberula, quando
comparados com o método “Blotter test”.

A assepsia das sementes reduz a incidéncia de fungos infestantes em
sementes de Ocotea puberula, sendo indicado quando se realiza teste de sanidades
em sementes dessa espécie.
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