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RESUMO GERAL

Dada a importancia como porta-enxerto, sementes de tangerina Cléopatra
(Citrus reshni) precisam ser conservadas por médio e longo prazo. Assim,
objetivou-se estudar o efeito da secagem e armazenamento para classificar seu
comportamento pdés-colheita. Também foi objetivo desenvolver e validar
metodologia para testes de germinacdo de sementes desta espécie e dos porta-
enxertos limao-cravo (Citrus limonia), trifoliata (Poncirus trifoliata) e citrumelo
(C. paradisi x P. trifoliata). A sementes de C. reshni foram dessecadas em duas
velocidades (RH = 10 = 3% e 75 + 3%), determinando-se a germinagdo e a
atividade das enzimas do sistema antioxidante catalase e superdxido dismutase
(ARTIGO 1). Numa segunda etapa essas sementes foram submetidas a secagem
(RH = 10 + 3%) até os conteidos de agua de 24,2; 11,3 e 5,5% e, juntamente
com as sementes frescas (36,9% b.u), armazenadas em camara friaa 6 + 2°C por
trés meses. As sementes mais secas foram armazenadas também a -20 + 2°C.
Avaliou-se germinacéo ap6s secagem e armazenamento e viabilidade e vigor de
embrides ap6s o0 armazenamento (ARTIGO 2). Sementes de qualidades diversas
foram testadas quanto a luz e temperaturas (25, 30 e 35°C). Em seguida
realizou-se ensaios interlaboratoriais (ARTIGO 3). Concluiu-se que
independentemente da velocidade de secagem, as sementes de C. reshni foram
tolerantes a dessecagdo, mantendo alta germinagdo mesmo ap0s a secagem até o
contetido de agua de 3% e que as atividades das enzimas catalase e superéxido
dismutase ndo foram boas indicadoras do efeito imediato da secagem. Na
segunda etapa, confirmou-se a tolerancia a dessecacdo e constatou-se que 0
armazenamento de sementes mais Umidas (36,9 e 24,2% b.u) a 6 + 2°C por trés
meses foi mais adequado, destacando-se as sementes armazenadas frescas pelo
vigor. Além disso, sementes de C. resnhi mais secas (5,5% b.u.) sdo sensiveis ao
armazenamento, especialmente em temperaturas negativas (-20 = 2°C),
revelando comportamento préximo das sementes intermediarias. Quanto a
metodologia para germinacdo, concluiu-se que: a) as sementes de tangerina
Cledpatra, limdo-cravo e citrumelo germinam melhor nas temperaturas de 25 e
30°C e que esta Ultima temperatura propiciou germinacdo mais rapida para
sementes de limdo-cravo; b) substratos muito Umidos ndo sdo adequados para
testes em rolo do papel; ¢) apenas a metodologia para sementes de limao-cravo
obteve bons coeficiente de variacdo de repetitividade, reprodutibilidade e 6timo
coeficiente de variacdo de repetitividade e reprodutibilidade (R&R) e foi
considerada validada para incorporacao as regras para analise de sementes.

Palavras-chave: Citrus. Tolerncia & dessecacdo. Longevidade. Germinagéo.
Reprodutibilidade.



GENERAL ABSTRACT

Because of the importance as a rootstock, Cleopatra mandarin (Citrus reshni)
seeds need to be preserved for medium and long terms. Thus, the objective was
to study the drying and storage effect to classify its post-harvest behavior. This
work objective was to develop and validate a methodology for seed germination
tests of this species and of the rangpur lime (Citrus limonia), trifoliate (Poncirus
trifoliata) and citrumelo (C. paradisi x P. trifoliata) rootstocks. Seeds of C.
reshni were desiccated at two speeds (RH = 10 £ 3% and 75 % 3%), determining
the germination and activity of the antioxidant system catalase and superoxide
dismutase enzymes (ARTICLE 1). In a second step, these seeds were submitted
to drying (RH = 10 + 3%) until the water contents of 24.2; 11.3 and 5.5% and,
together with fresh seeds (36.9% w.b), stored in a cold room at 6 + 2° C for three
months. The drier seeds were also stored at -20 + 2°C. Germination after drying
and storage and embryo viability and vigor after storage were evaluated
(ARTICLE 2). Various qualities of seeds were tested for light and temperatures
(25, 30 and 35 °C). Interlaboratory tests were then performed (ARTICLE 3).
This study concluded that regardless of drying rate, C. reshni seeds were tolerant
to desiccation, maintaining high germination even after drying up to 3% water
content and that the catalase and superoxide dismutase enzymes activities were
not good indicators of the drying immediate effect. In the second stage, the
desiccation tolerance was confirmed and it was verified that the storage of wetter
seeds (36.9 and 24.2% w.b) at 6 £ 2 °C for three months was more adequate,
highlighting the fresh stored seeds by vigor. In addition, drier C. resnhi seeds
(5.5% w.b.) are sensitive to storage, especially at negative temperatures (-20 £
2°C), revealing a closer behavior of intermediate seeds. With regard to the
germination methodology, we concluded that: a) the Cleopatra mandarin,
rangpur lime and citrumelo seeds germinate better at temperatures of 25 and
30 °C and this latter temperature provided faster germination for rangpur lime
seeds; b) very wet substrates are not suitable for paper roll testing; c) only the
methodology for rangpur lime seeds obtained good repeatability, reproducibility
variation coefficient and excellent repeatability and reproducibility (R & R)
variation coefficient, and was considered valid for incorporation to the rules for
seed analysis.

Keywords: Citrus. Desiccation tolerance. Longevity. Germination.
Reproducibility.
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1 INTRODUCAO

A citricultura tem expressiva participacdo na economia brasileira com
geracdo de 230 mil empregos diretos e indiretos (CITRUSBR, 2013). Sua maior
importancia esta na producédo de suco de laranja, sendo o Brasil responsavel por
75% da exportacdo mundial (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION
OF UNITED NATION - FAO, 2017). Pelo carater perene da cultura, a muda
formada por porta-enxertos produzidos, a partir de sementes, ¢ um dos insumos
mais importantes (LIMA, 1986; TEOFILO SOBRINHO, 1991).

Estas sementes sdo poliembridnicas, possuindo embrides originados da
nucela, que sdo, portanto geneticamente idénticos a planta-mae. Desta forma, ¢
viavel obter mudas com as vantagens da propagacdo por semente, ou seja, com
raiz principal pivotante e, a0 mesmo tempo, manter as caracteristicas dos porta-
enxertos. Essa conservacdo das caracteristicas genéticas € importante, pois os
porta-enxertos sdo selecionados por suas caracteristicas de resisténcia a doengas,
estresse ambiental e compatibilidade com a copa (ALEZA et al., 2010;
BACCHI, 1944; BASTOS et al., 2014; CAMERON; FROST, 1968; CARUSO
et al., 2014; MEDINA-FILHO et al., 1993). Ademais, a uniformidade do pomar
facilita 0 manejo.

As sementes de Citrus spp e géneros relacionados tém sido classificadas,
em sua maioria, como intermediarias (71% das 24 espécies listadas). Mas ha
recalcitrantes (17%) e ortodoxas (12%) (ROYAL BOTANIC GARDENS KEW,
2015). Entretanto a despeito da importdncia e da demanda por sementes
certificadas, raramente o comportamento pos-colheita esté suficientemente claro.
Especificamente para as sementes de tangerina Cledpatra (Citrus reshni hort ex
Tanaka), ha indicacGes de tolerancia & dessecacdo e comportamento ortodoxo
(VILLEGAS-MONTER; ANDRADE-RODRIGUEZ, 2005) e de recalcitrancia
(MARTINS; SILVA, 2006; MARTINS; SILVA; LAGO, 2007).
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Embora os comportamentos controversos das sementes citricas possam
ser explicados por diversos fatores, como a qualidade inicial das sementes,
detalhes do processamento do fruto, método de secagem, dentre outros, dois
fatores parecem contribuir significativamente para essas diferencas: as
dificuldades de avaliacdo da germinacdo em laboratério e as condicdes de
secagem diversas, em especial, a velocidade de secagem. Na literatura sobre este
assunto, ha varios indicios de que tém acontecido problemas na avaliacdo das
sementes citricas em laboratorio, citam-se, especialmente, a alta ocorréncia de
fungos e resultados de germinacdo em rolo de papel muito mais baixos que os de
emergéncia em areia. Por vezes, como observado por Carvalho et al. (2002b), a
germinacdo chega a ser até 21% menor que a emergéncia.

Além disso, conquanto se saiba que ha variacdo interespecifica quanto a
tolerancia a dessecacdo entre espécies do género Citrus e Poncirus (GRAVIER;
CALIFANO; ZARITZKY, 2010; HONG; ELLIS, 1995; LAMBARDI et al.,
2004; MUMFORD; PANGGABEAN, 1982; SAIPARI; GOSWAMI,
DADLANI, 1997), os mecanismos envolvidos nestas diferencas de
comportamento nédo sdo conhecidos.

A tolerancia a dessecacdo tem sido associada a maltiplos processos que
vao desde a protecdo contra a perda de agua até mecanismos de reparo durante a
hidratagdo (PAMMENTER; BERJAK, 1999). Relaciona-se com a existéncia,
acionamento e funcionamento de mecanismos como presenca de moléculas
protetoras, reducdo de volumes de vacuolos e desdiferenciagdo celular
(DEHAHAIE et al., 2013; LEPRINCE; HENDRY; MCKERSIE, 1993;
OLIVER; TUBA; MISHLER, 2000; PAMMENTER; BERJAK, 1999;
TWEEDLE et al., 2003).

Sistemas antioxidantes eficientes também tém sido considerados
fundamentais para manutencdo da viabilidade de células que sofrem a agéo

deletéria de radicais livres durante a secagem, 0s quais sdo indispensaveis
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também durante a reidratacdo (BERJAK; PAMMENTER, 2013;
PAMMENTER; BERJAK, 1999). O balanco entre a geracdo e remocao de
radicais livres estd associado com a sobrevivéncia e longevidade das sementes
(BRANDAO JUNIOR et al., 2002).

Torna-se decisivo, portanto conhecer e entender o comportamento das
sementes, quanto a capacidade de tolerar a dessecacao, para definir protocolos
eficientes, tanto para conservacdo com objetivos comerciais, como para
conservagao em banco de germoplasma. Mesmo o0 armazenamento das sementes
por periodos curtos, destinado ao uso proprio, também € influenciado pela
tolerdncia & dessecacdo e, na auséncia deste conhecimento, o processamento
pode ser inadequado e acarretar perdas.

Desta forma, este trabalho pretende contribuir para esclarecer o
comportamento das sementes de Citrus reshni, quando submetidas a diversas
velocidades de secagem e ao armazenamento, avaliando-se, inclusive, a
atividade das enzimas antioxidantes superéxido dismutase e catalase durante a
dessecacdo. Em razdo da significancia da poliembrionia para estas sementes,
esta caracteristica também foi avaliada durante os experimentos.

Além disso, como uma das limitacbes para o desenvolvimento de
protocolos seguros para secagem e armazenamento das sementes dos porta-
enxertos de citros € a inexisténcia de método, para teste de germinacéao confiavel
(SOESTINA; KING; ROBERTS, 1985) e h4 indicacGes de que problemas na
avaliacdo da germinacgdo podem estar envolvidos nas informagdes controversas,
foram estudados também os fatores que interferem na germinagdo de tangerina
Cledpatra (C. reshni) e mais trés porta-enxertos: limdo-cravo (C. limonia),
trifoliata (Poncirus trifoliata) e citrumelo (C. paradisi x P. trifoliata) visando a
determinagdo das condi¢fes Otimas para germinacdo. Baseado nestas
informacdes, foram propostas e, quando possivel, validadas metodologias para

testes de germinagdo. Pretende-se, assim, além de resultados seguros sobre o0
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comportamento das sementes de C. resnhi durante a secagem e armazenamento,

contribuir para o avango das pesquisas com outras sementes citricas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O género Citrus e espécies relacionadas

Todas as espécies de citros com uso comercial sdo arbdreas perenes da
familia Rutaceae e pertencentes aos géneros Citrus, Poncirus e Fortunella. A
taxonomia destas espécies é complexa e, muitas vezes, controversa, pois podem
se cruzar, gerando descendéncia fértil, ndo havendo, portanto separacdo clara
entre elas. A maioria é diploide, podendo-se encontrar, também, alguns
individuos triploides, tetraploides e hexaploides em baixas porcentagens nas
populagcdes (CHEN et al., 2008; DAVIES; ALBRIGO, 1994).

Originaram-se do sudeste da Asia, de onde foram levadas para o norte
da Africa, de 14, para o sul da Europa e depois para as Américas. Durante a
domesticacao, ocorreram hibridacdes, mutacGes e selecdes até surgirem os tipos
de citros cultivados atualmente (DAVIES; ALBRIGO, 1994).

As plantas citricas foram introduzidas, no Brasil, pelos portugueses,
onde encontraram condi¢des favordveis ao seu desenvolvimento. Em alguns
séculos, 0 pais se tornou importante produtor de frutas citricas (CITRUSBR,
2013). Atualmente, é um dos maiores produtores de laranjas, com produgédo
anual de, aproximadamente, 17,55 milhdes de toneladas de frutos e valor bruto
da producdo de, aproximadamente, 3,4 bilhdes de délares. A maior parte da
producdo brasileira provém do Estado de Sdo Paulo, sendo, também, expressiva
em Minas Gerais, Sergipe, Bahia, Rio Grande do Sul e Parana (FAO, 2017).

Em cultivos comerciais, 0s citros sdo propagados, vegetativamente, por
meio de gemas (borbulhas) enxertadas em porta-enxertos, que, por sua vez, sao
propagados por sementes. A muda é um dos insumos mais importantes. Seus
atributos genéticos, agrondmicos e sanitarios influenciam no desempenho
produtivo, qualidade dos frutos e longevidade do pomar (LIMA, 1986; PETRY
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et al., 2015; SCHAFER; BASTIANEL; DORNELLES, 2001; TEOFILO
SOBRINHO, 1991). Entre as caracteristicas mais importantes de uma muda
citrica estdo a origem genética, a qualidade do sistema radicular e sua sanidade
(SCHAFER; BASTIANEL ; DORNELLES, 2001).

2.2 Aspectos gerais dos porta-enxertos em estudo

A tangerina Cledpatra (Citrus reshni Hort ex. Tanaka) originou-se,
provavelmente, na Indochina e Sul da China, de |4 foi levada para a India e
sofreu diversas selecGes. Sua utilizagdo como porta-enxerto tem crescido,
principalmente, por suas caracteristicas de resisténcia moderada a seca e a
muitas doencas de importancia na citricultura, como o virus da tristeza dos
citros. Ademais, possui capacidade de adaptagdo a solos diversos, inclusive,
solos argilosos e salinos. No Brasil e em outros paises, tem sido utilizada,
principalmente, como porta-enxerto da tangerina Ponkan e outras tangerinas. A
maior parte das sementes desta espécie apresenta poliembrionia (80 a 100%)
(DAVIES; ALBRIGO, 1994).

No Brasil, cerca de 80% dos pomares utilizam o porta-enxerto limoeiro
cravo (Citrus. limonia Osbeck). Originado da india, é compativel com
praticamente todas as variedades copa. Apresenta boa tolerdncia ao estresse
hidrico e menor exigéncia em fertilidade dos solos. Além disso, seu grande vigor
no viveiro, bom pegamento de mudas e producgéo alta e precoce tém mantido sua
importancia no Brasil (POMPEU JUNIOR, 2005). Suas sementes apresentam
menor taxa de poliembrionia (entre 48 e 58%) que outros porta-enxertos,
possuindo, em média, 1,5 embrido por sementes (DUARTE et al., 2013).

O porta-enxerto trifoliata (Poncirus trifoliata [L] Raf.) originou-se da
regido central e norte da China. E largamente utilizado no Jap3o, China,

Argentina, Australia e Sul do Brasil. E muito resistente ao frio e a geada, sendo
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também indicado para locais com problemas de drenagem. Confere alta
qualidade as frutas, mas ndo tolera seca (DAVIES; ALBRIGO, 1994;
OLIVEIRA; SCIVITTARO; RADMANN, 2003). Suas sementes sdo altamente
poliembridnicas, com até 10 embrides (MOREIRA; GURGEL; ARRUDA,
1947). Importante em programas de melhoramento genético, tem gerado muitos
porta-enxertos hibridos de alto valor, como o citrumelo (DAVIES; ALBRIGO,
1994; OLIVEIRA; SCIVITTARO; RADMANN, 2003). Além disso, € o
principal porta-enxerto utilizado no Rio Grande do Sul (SCHAFER;
BASTIANEL; DORNELLES, 2001).

Citrumelo é um hibrido (C. paradisi x P.trifoliata), testado como porta-
enxerto desde os anos de 1940, existindo diversas variedades comerciais em
alguns paises. Foi introduzido no Brasil por ser resistente a tristeza, a gomose,
ao nematoide. E também produtivo e tolerante ao frio, porém suas plantas séo
mais exigentes em adubacdo, principalmente, em potassio (BASTOS et al.,
2014). Na formacdo de mudas, o citrumelo apresenta maiores dificuldades do
que os outros porta-enxertos como o limdo-cravo e a Cledpatra, mas bem
menores do que as apresentadas pelo trifoliata. Sua importancia no Brasil tem
crescido, especialmente, em pomares irrigados. Possui sementes altamente
poliembridnicas (94 % das sementes) e apresenta, em média, 2,0 embrides por
sementes (GUERRA et al., 2012).

2.3 Tolerancia a dessecacéo

A tolerancia & dessecacdo pode ser definida como a habilidade do
organismo de restabelecer as fungGes metabolicas normais ao ser reidratado,
depois de ter passado por secagem em equilibrio higroscopico com o ar. Esta
caracteristica é raramente observada em plantas adultas, sendo mais comum em

grdos de polen, esporos e sementes (ALPERT, 2000). Assim, sementes com esta
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habilidade, em geral, sdo dispersas com baixo nivel de atividade metabdlica e
preservam a viabilidade por longo periodo de tempo, até que as condigdes
ambientais sejam favoraveis a germinacdo. Tal toleréncia tem sido associada a
maultiplos processos que vado desde a protecdo contra a perda de agua em
diferentes niveis, durante a formacdo das sementes e durante a secagem, até
mecanismos de reparo durante a reidratacdo (BERJAK; PAMMENTER, 2008;
PAMMENTER; BERJAK, 1999). Cabe destacar a existéncia de um gradiente de
tolerdncia a dessecagdo que varia entre sementes extremamente sensiveis a
altamente tolerantes (BERJAK; PAMMENTER, 2008; FARRANT et al., 1996;
SUN; LIANG, 2001; WALTERS, 2000).

Durante a formagdo das sementes, os embrides apresentam alto grau de
umidade até a fase de acumulacdo de matéria seca. O decréscimo de umidade
ocorre, lentamente, enquanto as sementes acumulam reservas, torna-se
acelerado, quando as sementes perdem a conexdo vascular com a planta mée e
prossegue até que as sementes atinjam o equilibrio com a umidade relativa do ar
(BEWLEY et al., 2013; MARCOS FILHO, 2005; WALTERS, 2000). A partir
dai, sofrem variagcbes acompanhando as alteracGes de umidade do ambiente
(BEWLEY et al., 2013; WALTERS, 2000). Esta secagem drastica, ao final da
maturacdo, acontece na maioria das sementes tolerantes a dessecacao. Entretanto
sementes produzidas em frutos carnosos ndo passam por esta fase final e,
geralmente, atingem a maturidade com grau de umidade em torno de 40% com
tendéncia a estabilidade (CARVALHO; NAKAGAWA, 2000). Sementes
produzidas, nestes tipos de frutos, podem ter tolerdncia & dessecagdo, como as
sementes de meldo (WELBAUM; BRADFORD, 1988), ou niveis diversos de
sensibilidade, como as Rutaceae dos géneros Citrus e Poncirus e seus hibridos
(GRAVIER; CALIFANO; ZARITZKY, 2010; HOR et al., 2005; KHAN et al.,
2003; KING; ROBERT, 1980; LAMBARDI et al., 2004; MAKEEN et al., 2007;
MUMFORD; PANGGABEAN, 1982).
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Durante a formagdo das sementes, o acimulo de reservas insoluveis,
bem como a sintese e acimulo de moléculas protetoras, incluindo proteinas
LEAs, proteinas de chogue térmico e carboidratos especificos tém sido
relacionados a aquisicdo de tolerancia a dessecacdo. Eventos celulares como a
reducdo de volume dos vacuolos, reacBes do citoesqueleto, conformacdo do
DNA, da cromatina e arquitetura do ndcleo desempenham um papel importante.
Esta tolerdncia relaciona-se, também, a desdiferenciacdo intracelular e ao
desligamento metabolico. Adicionalmente, pode-se citar o envolvimento de
certas moléculas anfipéticas, formagdo de uma camada de oleosina em torno de
corpos lipidicos e a sintese de ABA (DEHAHAIE et al., 2013; LEPRINCE;
HENDRY; MCKERSIE, 1993; OLIVER; TUBA; MISHLER, 2000;
PAMMENTER; BERJAK, 1999; TWEEDLE et al., 2003). Muitas sementes
recalcitrantes, como as de Inga vera, ndo apresentam essas adaptacdes nas
estruturas celulares, o que pode indicar que estas sementes ndo estdo realmente
maduras no momento da dispersdo (BARBEDO; CENTENO; RIBEIRO, 2013;
CACCERE et al., 2013). Se esta hipotese for verdadeira, conseguir manter as
sementes recalcitrantes fisiologicamente ligadas a planta-mde por mais tempo
poderia aumentar a tolerancia a dessecacdo dessas sementes (BARBEDO,;
CENTENO; RIBEIRO, 2013).

Sistemas antioxidantes eficientes tém sido considerados fundamentais
para manuten¢do da viabilidade de células e de organismos que sofrem a agédo
deletéria de radicais livres durante a secagem. Tais sistemas de protecdo também
sdo essenciais durante a reidratacdo (BERJAK; PAMMENTER, 2013;
PAMMENTER; BERJAK, 1999). O balanco entre a geracdo e remocdo de
radicais livres durante a secagem e 0 armazenamento relacionam-se a
longevidade das sementes (BRANDAO JUNIOR et al., 2002).

A auséncia ou a baixa propor¢do de oleosinas tem sido mais relacionada

com os efeitos deletérios, em sementes ricas em 6leo, durante a reidratacdo
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(PAMMENTER; BERJAK, 1999), sendo mais importante em sementes com
corpos lipidicos muito grandes, como as de nim indiano, Azaradichta indica
(BERJAK et al., 1995).

A tolerancia a dessecacdo envolve a interacdo de inUmeros fatores que
sdo controlados geneticamente. Os mecanismos sdo complementares e agem em
sinergia (LEPRINCE; HENDRY; MCKERSIE, 1993). A auséncia de qualquer
um destes mecanismos pode determinar diferentes niveis de sensibilidade a
dessecagdo. Por outro lado, a presencga de apenas um destes mecanismos nao tem
sido suficiente para que as sementes apresentem tolerancia (BERJAK;
PAMMENTER, 2008; PAMMENTER; BERJAK, 1999).

2.4 Danos por secagem

As funcgdes normais das células podem ser alteradas quando as sementes
sdo submetidas a graus de umidades intermediarios entre a hidratacdo completa
e o limite de sobrevivéncia (BERJAK et al., 1990; LEPRINCE et al., 2000;
LEPRINCE; BUITINK; HOEKSTRA, 1999; PAMMENTER et al., 1998;
PAMMENTER; VERTUCI; BERJAK, 1991; PRITCHARD, 1991; WALTERS
etal., 2001).

Durante a secagem, a perda de agua das células acaba concentrando 0s
solutos internos, provocando reacBes destrutivas em sementes sensiveis a
dessecacdo, como a elevacdo do pH intracelular, a desnaturacdo de proteinas,
alteracbes nas paredes celulares e a perda da integridade e da seletividade da
membrana plasmatica (KOSTER, 1991; NEDEVA; NIKOLOVA, 1997).

A dessecacdo em niveis criticos pode exercer impactos deletérios, na
estrutura das células, no crescimento mitético, nos fenémenos bioquimicos, na
integridade do DNA, na sintese de proteinas, na estrutura das membranas e das

organelas, na germinacdo, bem como na formacdo e desenvolvimento do
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embrido (FARNSWORTH, 2001). Células com cromatina celular muito
condensada também foram associadas com lesdo por dessecagdo (SILVA et al.,
2014; WESLEY-SMITH et al., 2001). Em embrides de sementes recalcitrantes,
a secagem provocou aumento do grau de vacuolizagdo em células
meristematicas (maior nimero de vacuolos e maior area ocupada). O maior grau
de vacuolizacéo se relacionou, positivamente também, com perda da viabilidade
dos embrides (SERSHEN et al., 2016).

AlteracBes nas membranas celulares sdo, geralmente, os principais danos
estruturais associadas a secagem (SENARATNA; MCSERSIE, 1986) e podem
estar relacionados ao rearranjo fosfolipidico da plasmalema (STAEHELIN;
CHAPMAN, 1987). Os danos podem ser irreversiveis e, consequentemente, as
sementes sofrem reducdo do vigor, da germinacdo ou até perda da viabilidade
(BEWLEY; BLACK, 1994).

Em sementes poliembridnicas de Citrus spp, verificou-se que a secagem
pode provocar reducdo do nimero de plantulas germinadas por semente e
aumento do nimero de plantulas originadas de embrides zigoticos (LAMBARDI
et al., 2004; MAKEEN et al., 2006).

2.5 Taxa de secagem

Em sementes sensiveis a dessecacdo, inumeros fatores podem afetar o
comportamento fisiolégico na secagem, como temperatura e taxa de secagem
(KERMODE; FICH-SAVAGE, 2002; WESLEY-SMITH et al., 2001).

A taxa de secagem é um fator que pode afetar a resposta a dessecacao,
em sementes de espécies recalcitrantes (VARGHESE et al., 2011; WESLEY-
SMITH et al., 2001), intermediarias (JOSE et al., 2011; MAGISTRALI et al.,
2015; ROSA et al., 2005) e ortodoxas (HONG; LININGTON; ELLIS, 1996).
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De forma geral, sementes e embrides sensiveis a secagem apresentam
maiores taxas de sobrevivéncia, quando submetidos a secagem répida, se
comparados aos secados lentamente (PAMMENTER; BERJAK, 1999), o que
poderia ser explicado pelo prosseguimento em direcdo a germinacgdo, o qual
aumentaria a sensibilidade a perda de agua ou pelo acumulo de compostos
toxicos do metabolismo degenerativo (WALTERS, 2015). Entretanto esse efeito
tem sido menos pronunciado em sementes (FARRANT; BERJAK;
PAMMENTER, 1985; LIANG; SUN, 2002; PAMMENTER et al., 1998;
PRITCHARD, 1991; SUN; LIANG, 2001).

Em contraste, para algumas sementes, a secagem mais lenta foi menos
danosa (MAGISTRALLI et al., 2015; VARGHESE et al., 2011). Para outras, a
velocidade de secagem ndo afetou os resultados (BERJAK; VERTUCCI;
PAMMENTER, 1993; FARIA; LAMMEREN; HILHORST, 2004; FINCH-
SAVAGE, 1992; PRITCHARD et al., 1995). As consequéncias da velocidade de
secagem parecem ser dependentes da espécie (FARIA; LAMMEREN;
HILHORST, 2004) e podem também variar com estado fenoldgico do fruto
(SANTOS et al., 2014). Nesta direcéo, foi observado por Corbineau et al. (2000)
que a secagem lenta é benéfica, para sementes ortodoxas imaturas, pois
proporciona o tempo necessario para inducdo e operagdo de mecanismos de

protecéo.

2.6 Espécies reativas de oxigénio e enzimas antioxidantes

A dessecacdo das sementes pode gerar acimulo de espécies reativas de
oxigénio potencialmente nocivas, como superoxido (O,), peroxido de
hidrogénio (H,0,) e radical hidroxila (BAILLY, 2004; BERJAK;
PAMMENTER, 2008; ROACH et al., 2008, 2010). O estresse oxidativo ocorre

como consequéncia de um desequilibrio entre a producdo de ROS e a atividade
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das defesas antioxidantes (ARRUDA et al., 2013; GRATAO et al., 2012;
KIBINZA et al., 2011) e podem modificar e inativar proteinas, lipidios,
carboidratos, DNA e RNA, induzir disfuncbes celulares e até mesmo a morte
celular (GILL; TUTEJA, 2010; M@LLER; JENSEN; HANSSON, 2007;
SCANDALIQS, 2005). Este estresse tem sido considerado a principal causa de
injarias em sementes dessecadas lentamente (BERJAK; PAMMENTER, 2008).
Os danos por secagem, em sementes e eixos embrionarios de sementes de
Antiaris toxicaria, foram correlacionados com aumento da produgdo de
superdxido, do contetdo de perdxido de hidrogénio e declinio da atividade de
enzimas do sistema antioxidante (CHENG; SONG, 2008).

Entretanto, além desses efeitos negativos, tem sido demonstrado que
espécies reativas de oxigénio tém também func&o regulatdria na germinacéo e na
dorméncia priméaria em sementes, podendo desencadear eventos que culminam
na germinacdo (LEYMARIE et al., 2011). Os metabolismos de &cido abscisico
(ABA) e giberelinas parecem estar relacionados a vias de sinalizag&o induzidas
pelas espécies reativas de oxigénio (BAZIN et al., 2011; VENTURA et al.,
2012).

A célula vegetal, assim como seus peroxissomos, cloroplastos e
mitocdndria, contém multiplos sistemas enzimaticos para a remog¢do das ROS
(M@LLER; JENSEN; HANSSON, 2007). Para controlar os danos celulares
induzidos pela presenca de ROS, ha mecanismos de detoxificagcdo nas sementes,
incluindo os compostos por enzimas antioxidantes como a superéxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX), monodeidroascorbato
redutase (MDHAR) e deidroascorbato redutase (DHAR) (RAJJOU;
DEBEAUJON, 2008). Ha ainda numerosos compostos ndo enzimaticos com
acdo antioxidante, como a-tocoferol e ascorbato (BAILLY, 2004).

As SOD sdo grupos de enzimas que catalisam a reacéo de dismutacédo de

radicais superoxidos livres (O,) produzidos em diferentes locais das sementes,
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para peroxido de hidrogénio e oxigénio molecular. O peréxido de hidrogénio é
eliminado pela acdo da CAT, a qual é capaz de decompd-lo em oxigénio
molecular e agua, sem producdo de radicais livres. O ciclo arcorbato-glutationa
também degrada o perdxido de hidrogénio, envolvendo enzimas como APX,
DHAR e redutase-glutationa (GR) (BAILLY, 2004).

Assim, as enzimas SOD e a CAT atuam como detoxificadores, antes que
0s danos ocorram, buscando neutralizar as espécies reativas de oxigénio
(BLOKHINA; VIROLAINEN; FAGERSTEDT, 2003; FERREIRA;
MATSUBARA, 1997). A producdo destas enzimas, durante a dessecagédo, pode
variar com a espécie e também com a taxa de secagem (HUANG; SONG-
QUAN; XIAN-JIN, 2009; NTULI et al., 2011; VARGHESE et al., 2011). Em
eixos embriondrios de Trichilia dregeana, uma espécie com sementes
recalcitrantes, a perda de eficiéncia do sistema, durante a secagem lenta, foi mais
evidente que na rapida (VARGHESE et al., 2011).

2.7 Comportamento quanto a secagem e armazenamento

As sementes que podem ser secadas até baixos conteldos de agua e
armazenadas em baixas temperaturas sdo denominadas ortodoxas e aquelas com
0 comportamento oposto, recalcitrantes (ROBERTS, 1973). Estas ultimas,
particularmente as de origem tropical, sdo geralmente sensiveis a refrigeracdo e
ndo podem ser armazenadas em temperaturas abaixo de 15°C (DUSSERT et al.,
2006; HONG; LININGTON; ELLIS, 1996; PAMMENTER; BERJAK, 1999).

Uma terceira categoria, denominada intermediaria, foi proposta por
Ellis, Hong e Roberts (1990), para agrupamento de sementes com
comportamento pos-colheita entre as duas categorias anteriores. Ou seja, Sdo
sementes relativamente tolerantes a dessecacdo, mas ndo suportam niveis téo

baixos quanto aqueles que sdo tolerados pelas ortodoxas ou perdem a viabilidade
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guando armazenadas em temperaturas abaixo de zero. Em geral, essas sementes
intermedidrias podem ser armazenadas apenas por periodos curtos e sao
sensiveis a refrigeracdo, mesmo quando dessecadas.

Assim, as sementes intermediarias exibem caracteristicas das sementes
ortodoxas e recalcitrantes (ROYAL BOTANIC GARDENS KEW, 2015),
demonstrando que ha variacdo nas respostas a perda de agua, apesar de as
categorias de armazenamento de sementes serem qualitativas. Pressupondo-se
que a longevidade é uma manifestacdo da tolerancia a dessecacao, os limiares de
conteldo de agua e o tempo para acumular o dano letal seriam os critérios de
corte para definir a categoria de armazenamento das sementes (WALTERS,
2015).

Nessa perspectiva, as categorias de sementes podem ser explicadas,
quantitativamente, pelas consequéncias da secagem (espaciais e temporais) nas
células, que, por sua vez, relacionam-se com a mobilidade estrutural e
molecular (WALTERS, 2015). Considerando que a tolerdncia & dessecacdo
depende do estado vitreo formado na matriz celular, antes de uma perda critica
de volume de 50% (MERYMAN, 1974), Walters (2015) propdés um modelo
composto por um eixo horizontal que representa a perda de volume celular e um
eixo vertical que descreve os efeitos temporais da perda de dgua por mudancas
de viscosidade. Tais mudancgas estariam relacionadas ao relaxamento da
estrutura vitrea e ocorrem lenta ou rapidamente, dependendo da forca das
interac6es moleculares e do volume vazio dentro das células.

Assim, as sementes intermediarias estariam localizadas préximas a
intersecdo dos dois eixos e, apds a secagem, apresentariam uma matriz celular
no limiar do estado vitreo, que relaxaria rapidamente. Similarmente, a maior ou
menor longevidade das sementes ortodoxas estaria relacionada as taxas de
relaxamento do estado vitreo (WALTERS, 2015).
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2.8 Sementes de citros

Os citrus e espécies relacionadas produzem frutos carnosos, do tipo
hesperidio, sendo o endocarpo membranaceo e dividido em carpelos em que se
localizam as sementes (DAVIES; ALBRIGO, 1994; SCHNEIDER, 1968). O
desenvolvimento das sementes é lento, sendo necessarios, aproximadamente,
300 dias apds a antese para sua completa formacdo em Citrus limon
(WALTERS, 2000).

As sementes sdo exalbuminosas (FROST, 1948) e tém elevado conteido
lipidico que varia entre 21,8 e 41,9%, com predominancia dos acidos graxos
insaturados (52,1 a 58,8%) sobre os insaturados (HOR et al., 2005; REAZAI et
al., 2014; WAHEED et al., 2009). Possuem um ou mais embrides envoltos por
dois tegumentos. O externo é rigido e lenhoso de coloragdo branco-creme e
escorregadio quando Umido pela mucilagem. O interno constitui-se de uma fina
membrana, essencialmente formada do integumento interno do évulo e dos
tecidos adjacentes da nucela (QUEIROZ; BLUMER, 2005). A cor do tegumento
interno varia com a espécie, de marrom a vermelho-purpura, sendo a
extremidade chalazal mais espessa e de coloracdo mais escura (DAVIES;
ALBRIGO, 1994).

Como em outras sementes de dicotileddneas, a radicula esta geralmente
na regido micropilar e os cotilédones na extremidade chalazal (SCHNEIDER,
1968). Sementes com um embrido, usualmente, tém dois cotilédones similares.
No entanto, quando hd mais de um embrido, a forma e o tamanho dos
cotilédones variam bastante, ocorrendo cotilédones assimétricos e, também,
mais de dois cotilédones por embrido (FROST, 1926; MOREIRA; GURGEL,;
ARRUDA, 1947; RAJA, 2017).

A germinacdo é hipdgea, lenta e frequentemente irregular (SOESTINA;
KING; ROBERTS, 1985; USBERTI, 1979). A protruséo da raiz inicia-se entre 7
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e 18 dias (COELHO et al., 2001; USBERTI, 1979) e pode ocorrer até em 60 dias
(ROUSE et al., 1997). Em geral, sementes secas germinam mais lentamente que
as Umidas (SOESTINA; KING; ROBERTS, 1985).

A germinagdo ocorre em temperaturas entre 9°C e 38°C, com limite
inferior variavel com a origem da espécie; faixa 6tima entre 25°C e 35°C
(DAVIES; ALBRIGO, 1994; SOESTINA; KING; ROBERTS, 1985).

De acordo com o levantamento bibliografico feito pelo Royal Botanic
Gardens Kew (2015), as sementes de Citrus spp e géneros assemelhados sdo, em
sua maioria, classificadas como intermediarias (71% das 24 espécies listadas).
Mas ha recalcitrantes (17%) e ortodoxas (12%). Porém raramente o
comportamento poés-colheita esta suficientemente claro, pois a sensibilidade a
dessecacdo para estas espécies € controversa e as temperaturas para
armazenamento sdo pouco investigadas. Os artigos existentes sobre o
comportamento no armazenamento, como 0s de Carvalho et al. (2002a),
Mumford e Panggabean (1982) e Usberti e Felippe (1980), ndo abordam todos
0s aspectos necessarios para a classificacdo do seu comportamento fisiologico.
Sementes de limdo-cravo (Citrus limonia) toleraram a secagem até o grau de
umidade de 6% (base umida) e sobreviveram em armazenamento hermético por
32 meses a 4°C (USBERTI; FELIPPE, 1980). Contudo ndo ha informacédo
quanto a tolerancia ao armazenamento em temperaturas abaixo de zero.

De forma geral, a sensibilidade & dessecagdo varia com a especie
(GRAVIER; CALIFANO; ZARITZKY, 2010; HONG; ELLIS, 1995;
LAMBARDI et al., 2004; MUMFORD; PANGGABEAN, 1982). A conservacao
de sementes (secas ou imidas) é melhor em temperaturas em torno de 5°C, pois
0 armazenamento a temperatura ambiente (18 a 25°C) ndo evita a perda de
viabilidade (BACCHI, 1958; CARVALHO et al., 2002a; CARVALHO; SILVA,
2013; KOLLER et al., 1993). O comportamento em temperaturas abaixo de zero

tem sido pouco pesquisado, porém h& evidéncias de possibilidade de
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conservacdo de sementes de Citrus limon por periodos superiores a 90 dias
nestas temperaturas (MUMFORD; PANGGABEAN, 1982).

2.9 Ocorréncia de poliembrionia e apomixia

A reproducdo dos porta-enxertos nao é exclusivamente sexuada, pois as
sementes, além do embrido zigotico, possuem varios embrides apomiticos, sendo
0 numero total de embrides varidvel entre um e quatorze (KISHORE et al.,
2012). Esta ocorréncia de mais de um embrido por semente é denominada
poliembrionia (BEWLEY et al., 2013).

Em Citrus spp e géneros relacionados, a forma de poliembrionia mais
comum é a esporofitica, originando numero varidvel de embrides por
diferenciagdo de células da nucela e que sdo, portanto idénticos & planta-mée.
Esporadicamente podem ocorrer dois outros tipos: a) poliembrionia por
clivagem, originada da biparticdo de um embrido zigético e b) poliembrionia
causada pela ocorréncia de mais de um gameto6fito normal no mesmo évulo,
gerando dois embrifes distintos (ALEZA et al., 2010; BACCHI, 1944;
CAMERON; FROST, 1968; CARUSO et al., 2014; FROST, 1926; KEPIRO;
ROQOSE, 2009; MEDINA FILHO et al., 1993).

Normalmente os embrides ndo zigdticos originam-se de células da
nucela situadas na superficie do saco embrionario, onde crescem irregularmente
e penetram no interior do saco embrionario, adquirindo, posteriormente, forma
esférica com um pequeno peddnculo, tipico de embrides normais
(STRASSBURGER, 1878 apud MOREIRA; GURGEL; ARRUDA, 1947).

Quanto mais elevada a taxa de poliembrionia de um porta-enxerto,
maior a chance de germinarem embrifes nucelares, garantindo a mesma
constituicdo genética da planta-mée e a homogeneidade dos pomares (PASSOS

et al., 2006). Ha& diferencas significativas no nimero de embrides por semente e
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na taxa de poliembrionia entre porta-enxertos, inclusive, entre sele¢des dentro de
uma mesma espécie e variedade (ALTAF et al., 2001; KISHORE et al., 2012;
PASSOS et al., 2006). O numero de embrides por sementes das cultivares
poliembridnicas é determinado por varios fatores como a espécie polinizadora, 0
estado nutricional da planta e a disponibilidade hidrica, além do fator genético
(SOARES FILHO et al., 2003).

O desenvolvimento dos embrides ndo é sincronizado. Em sementes
maduras podem estar presentes embrides grandes e pequenos (KISHORE et al.,
2012; MOREIRA; GURGEL; ARRUDA, 1947; RAJA, 2017), possivelmente,
pela maior ou menor precocidade do desenvolvimento (MOREIRA; GURGEL,;
ARRUDA, 1947).

Por ocasido da germinagdo, nem todos os embrides germinam, ou
porgue ndo estdo bem formados, ou porgque ndo conseguem vencer a competicao
com os demais, ou ainda porgue estdo mal localizados (MOREIRA; GURGEL,;
ARRUDA, 1947; RAJA, 2017). A porcentagem média de embrifes que se
convertem em plantulas varia com a espécie e, frequentemente, esta em torno de
50% (KISHORE et al., 2012).

2.10 Germinacéo de sementes de citros

A acuracia do método de avaliacdo da germinacdo é essencial para o
sucesso do monitoramento da qualidade das sementes, durante 0 a secagem e
armazenamento (SOESTINA; KING; ROBERTS, 1985) e tem se mostrado
critica para sementes dos géneros Citrus e relacionados.

Um dos principais problemas da germinacdo de sementes citricas é o
fato de ela ocorrer de forma lenta e irregular, especialmente, em sementes que

passaram por dessecagdo, fazendo com que o periodo de avaliacdo se estenda,
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por mais trés ou seis semanas, dependendo da temperatura (KING; ROBERTS,
1980; SOESTINA; KING; ROBERTS, 1985).

Testes de curta duracdo podem provocar erros (HONG; LININGTON;
ELLIS, 1996; KING; SOESTINA; ROBERTS, 1981), pois a velocidade de
germinacdo é mais lenta em sementes secas, exigindo maior periodo de
incubacdo (KING; ROBERTS, 1980). Danos por embebicdo também resultam
em aparente sensibilidade a dessecacgdo, podem ocorrer em testes de laboratério
(ELLIS; HONG; ROBERTS, 1990) e tendo sido constatados em sementes de
Citrus sushiensis (MAKEEN et al., 2006).

De acordo com Soestina, King e Roberts (1985), testes de germinacéo
confiaveis para sementes citricas devem ser realizados em rolo de papel a 30°C,
utilizando sementes intactas e ter duragdo de seis semanas. Ressalta-se,
entretanto, que esta recomendacdo se baseou em experimentos conduzidos
apenas com sementes de Citrus limon e Citrus aurantifolia. A temperatura de
30°C foi escolhida, porque, nesta temperatura, as sementes secas apresentaram
germinagdo significantemente mais rapida que a 25°C e, além disso, possibilitou
a germinacdo maxima, mesmo para sementes menos vigorosas. Esta é também
uma temperatura 6tima para sementes de Citrus limonia (USBERTI, 1979),
Poncirus trifoliata (DOIJODE, 2001) e trés espécies silvestres do género Citrus
existentes em regibes com distintos climas na Austrdlia (HAMILTON;
ASHMORE; PRICHARD, 2009).

De uma forma geral, a faixa de temperatura 6tima para germinagdo de
sementes citricas estad em torno de 30°C, incluindo-se 25°C para muitas espécies
(HAMILTON; ASHMORE; PRICHARD, 2009; SOESTINA; KING;
ROBERTS, 1985; USBERT]I, 1979). Assim, a maioria das pesquisas com estas
sementes tem utilizado uma destas duas temperaturas para determinar a
germinacdo em laboratério (CARVALHO et al., 2002a, 2002b; CARVALHO;
SILVA, 2013; GRAVIER; CALIFANO; ZARITZKY, 2010; KOLLER et al.,
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1993; MAKEEN et al., 2006; MARTINS, SILVA; LAGO, 2007; SILVA et al.,
2011; USBERTI; FELIPE, 1980).

Foi constatado que as sementes de C. limonia sdo indiferentes a luz para
germinar (USBERTI, 1979). Enquanto Soestina, King e Roberts (1985) ndo
fizeram recomendacBes sobre a necessidade de luz para a germinacdo, nem
informaram como conduziram os testes. Em pesquisas com diversas espécies de
citros realizaram-se testes utilizando luz, porém bons resultados podem ser
obtidos também na sua auséncia (CARVALHO et al., 2002a, 2002b;
CARVALHO; SILVA, 2013; GRAVIER; CALIFANO; ZARITZKY, 2010;
KOLLER et al., 1993; MAKEEN et al., 2006; MARTINS; SILVA; LASO,
2007; SILVA et al, 2011; USBERTI; FELIPE, 1980). Assim, muito
possivelmente, outras espécies de citros também ndo séo fotoblasticas.

Em todos os experimentos conduzidos por Soestina, King e Roberts
(1985), para propor um método para teste de germinacdo, o substrato de papel
foi umedecido com quantidade de agua igual a trés vezes o peso deste substrato
seco. Entretanto estes autores ndo mencionam ter realizado testes, para
determinar a quantidade de agua necessaria e ndo foram localizadas pesquisas a
este respeito na literatura consultada. A despeito da falta desta informag&o, em
geral, nas pesquisas tém utilizado quantidade de agua de 3,0 e 2,5 vezes 0 peso
do papel para estimar a viabilidade de sementes a temperaturas de 30°C e 25°C,
respectivamente (CARVALHO et al., 2002a, 2002b; CARVALHO; SILVA,
2013; GRAVIER; CALIFANO; ZARITZKY, 2010; KOLLER et al., 1993;
MAKEEN et al., 2006; MARTINS; SILVA; LAGO, 2007; SILVA et al., 2011;
USBERTI; FELIPE, 1980).

Tem sido mostrado que a retirada dos tegumentos pode acelerar a
germinacdo destas sementes, reduzindo em uma semana o periodo de avaliagéo
de sementes Umidas e, em até 2,5 semanas, para sementes secas (SOESTINA;
KING; ROBERTS, 1985; ZUCARELI et al., 2009). Entretanto a remoc¢do dos
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tegumentos € uma atividade demorada e que pode causar danos aos embrides e
ndo é, portanto uma técnica conveniente para analise de rotina da germinagdo
(SOESTINA; KING; ROBERTS, 1985).

Quanto a classificacdo de plantulas como normais e anormais, a
literatura relata a ocorréncia de diversos tipos de defeitos de plantulas, como
raizes retorcidas e plantulas albinas (LARANJEIRA et al., 2005; RYAN, 1958).
Entretanto, nem nas regras para analise de sementes (BRASIL, 2009), nem nas
regras para andlise internacionais (INTERNATIONAL SEED TESTING
ASSOCIATION - ISTA, 2014), ou mesmo no manual de avaliagcdo de plantulas
(ISTA, 2013) estdo estabelecidos critérios para classificacdo de plantulas para
espécies dos géneros Citrus e Poncirus. Ndo ha também critérios para outras
arvores ou arbustos com germinagdo hipogea (ISTA, 2013). O estabelecimento
destes critérios é importante para padronizar as avaliacGes realizadas por
diferentes analistas e laboratérios (BRASIL, 2009; ISTA, 2014). Para estas
espécies arboreas, utilizadas como porta-enxertos, os defeitos do sistema
radicular devem ser especialmente caracterizados, pois a principal funcdo destes
porta-enxertos é ser suporte e absorver nutrientes do solo (DAVIES, ALBRIGO,
1994).

2.11 Validagdo de métodos para teste de germinacao

Um teste de germinacdo em laboratério tem o objetivo de determinar o
potencial maximo de germinacdo de um lote de sementes e, por isso, € realizado
em condicOes controladas e que possibilitem a germinagdo de forma rapida e
regular das sementes de uma espécie (BRASIL, 2009; ISTA, 2013). Estas
condigdes, consideradas Otimas, devem ser adequadas para analise de qualquer
lote de sementes, inclusive, lotes de qualidades distintas (alta, média e baixa) e

gerar resultados robustos (BRANDAO, 2013). Esta robustez indica que os
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métodos podem ser reproduzidos, comparaveis dentro de um mesmo laboratoério
(repetitividade) e entre laboratérios (reprodutibilidade) e utilizados com
seguranca nas tomadas de deciséo relacionadas ao controle de qualidade interno,
comercializagdo e fiscalizacdo da producdo.

A validacdo é um processo para medir o desempenho de um método. O
objetivo € confirmar se 0 método em estudo pode medir a qualidade das
sementes com precisdo, repetitividade e reprodutibilidade adequadas (ISTA,
2007). Repetitividade e reprodutibilidade sdo essenciais para averiguar se 0s
métodos poderdo ser repetidos pelos operadores laboratoriais (dentro de um
mesmo laboratério) e reproduzidos em outros laboratérios, com baixa
variabilidade (RENNIE; TOMLIN, 1984).

O processo deve ser desenvolvido em etapas: selecdo e desenvolvimento
do método, validacdo por meio de testes comparativos, revisao dos resultados
dos testes comparativos e preparagdo de um relatorio final (ISTA, 2007).

O objetivo da primeira etapa é conhecer as condi¢cBes Otimas, para
germinacdo das sementes destas espécies, nas quais o potencial maximo de
germinacdo de um lote de sementes possa ser determinado em laboratério. O
desenvolvimento do método pode ser realizado de varias formas. Pode envolver
simplesmente adaptacfes de um método recomendado para outra espécie,
guando a estrutura das sementes e as causas das diferencas na qualidade entre
elas sdo semelhantes. Por outro lado, quando ndo had método recomendado para
espécies similares, a concep¢do do método requer mais conhecimento e
experiéncia dos analistas/pesquisadores.

Em ambos os casos, 0 processo se baseard nas caracteristicas das
sementes e nas causas das diferencas de qualidade. Em ambas as situac@es, a
interacdo entre o desenvolvimento e a avaliagdo é continua, até que o método
seja considerado adequado (ISTA, 2007). Em virtude da recente constatacdo de

que a ocorréncia de fungos, durante os testes de germinacao, pode ser a principal
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causa dos problemas de repetitividade e reprodutibilidade, durante uma
validacdo (BRANDAO, 2013), o desenvolvimento e escolha do método devem
considerar os fatores que afetam esta ocorréncia.

Em uma segunda fase, 0 método escolhido é avaliado por ensaios
interlaboratoriais com amostras com trés niveis distintos de qualidade (ISTA,
2007). As andlises estatisticas desta identificam e excluem os outliers, antes de
verificar se o método foi capaz de distinguir entre os diferentes lotes e
quantificar os valores de repetitividade e reprodutibilidade (BRANDAO, 2013;
ISTA, 2007; NOMELINI, 2012).

Na validacdo, para testes de germinacdo de sementes, a ISTA (2007)
segue as normas da I1SO 5725-2 (INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR
STANDARDIZATION - ISO, 1994) e quantifica a repetitividade e a
reprodutibilidade por lote ou por amostra, correspondendo assim a um modelo
de andlise de variancia de fator Unico, sendo este fator o laboratorio
(BRANDAO, 2013). Essa analise é também recomendada, para programas
interlaboratoriais, com o objetivo de estudar a variabilidade de laboratérios
(CHUI; BISPO; IAMASHITA, 2004).

Cabe ressaltar, entretanto que, na validagdo de métodos para analise de
germinacdo de sementes, a exigéncia do envio de amostras a varios laboratorios
e de lotes com qualidades distintas caracteriza 0 modelo de analise de variancia
com dois fatores (BRANDAO, 2013). Neste enfoque, sdo pré-requisitos: efeito
significativo para lotes e ndo ocorréncia de interacdo significativa entre os
fatores lotes e laboratorios.

O controle estatistico de processos, proposto por Hicks (1973), utiliza
esta analise de variancia com dois fatores. Isso permite calcular a variabilidade
de um sistema e da origem ao estudo de Repetitividade & Reprodutibilidade -
R&R (PEDOTT, 2010). A avaliagio de R&R detecta a influéncia

reprodutibilidade (variacdo entre laboratdrios) e repetitividade (variagdo dentro
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de um laboratério) sobre uma série de medicdes (AUTOMOTIVE INDUSTRY
ACTION GROUP - AIAG, 2002).

Estimativas de repetitividade e reprodutibilidade pela analise de
variancia com dois fatores sdo utilizadas em processo de validacdo de métodos
bioanaliticos (LOURENCO et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2008; PEIXOTO-
SOBRINHO et al., 2008; WORTMANN, 2004) e analiticos (FONSECA et al.,
2004; GOUVEIA et al., 2009; PASCHOAL et al., 2008; RIBANI et al., 2004) e
que seguem as orienta¢Ges descritas na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(BRASIL, 2012). Foram também utilizadas por Branddo (2013) para avaliar
metodologias para analise de sementes.

Em tais processos, um dos desafios € a classificagdo da reprodutibilidade
e repetitividade obtidas nos ensaios interlaboratoriais como aceitaveis ou nao,
pois a ISTA (2007) ndo se posicionou sobre esta questdo. Por esta razdo,
Branddo (2013), baseando-se nos resultados de validacdo de métodos de
cinquenta espécies florestais brasileiras, propés critérios para classificacdo dos
coeficientes de variacdo de repetitividade e reprodutibilidade, calculados a partir
do desvio padrdo obtido, de acordo com a ISTA (2007) ou do coeficiente de
variagdo de R&R. Nesta recomendagéo, esses coeficientes sdo classificados em
6timos, bons, regular e ruim, conforme a germinacdo média dos lotes utilizados
e o valor do coeficiente. Metodologias consideradas validadas apresentaram

coeficiente de variacdo de R&R 6timo ou bom.
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3 CONSIDERACOES GERAIS

Este trabalho é composto por trés artigos que tratam do comportamento
das sementes de tangerina Cledpatra (C. resnhi) quanto a tolerancia a dessecagéo
(Artigo 1), durante (Artigo 2) a secagem e armazenamento e quanto as
condicBes 6timas para germinacdo em laboratério deste e de mais trés porta-
enxertos de citros utilizados no Brasil (Artigo 3). Com estes artigos, pretendeu-
se esclarecer as controvérsias existentes na literatura, em relacdo ao
comportamento fisiol6gico das sementes dessa espécie e desenvolver e validar
métodos, para testes de germinacdo para anélise de sementes de C. resnhi, C.
limonia, Poncirus trifoliata e (Citrus paradisi x P. trifoliata), por meio de
ensaios interlaboratoriais, pois a auséncia de métodos confidveis ¢ um dos
entraves para desenvolver protocolos eficazes para armazenamento destas
sementes.

No primeiro artigo, estudou-se a tolerdncia a dessecagdo e a atividade
das enzimas superdxido dismutase e catalase de sementes de tangerina
Cledpatra, utilizando-se duas velocidades de secagem. Concluiu-se que,
independente da taxa de secagem, as sementes foram tolerantes a dessecacéo,
pois mantiveram alta percentagem de plantulas normais, mesmo quando o
contetido de agua das sementes foi reduzido até 3%. Entretanto a secagem rapida
foi ligeiramente mais vantajosa. As atividades das enzimas SOD e CAT em
sementes secas ndao se mostram bons indicadores, para monitorar o efeito da
secagem, embora possam ajudar a entender a natureza do estresse que ocorre
durante a secagem e influenciar o comportamento dessas sementes durante o
armazenamento.

O segundo artigo trata da secagem e armazenamento de C. resnhi em
diversos contetidos de agua. Confirmou-se que essas sementes sdo tolerantes a

dessecacdo, ou seja, ndo sdo recalcitrantes, pois mostraram porcentagem de
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plantulas normais (84%) proxima a da sementes recém-colhidas. Constatou-se,
ainda, que o armazenamento a 6 + 2°C por trés meses é adequado, para manter a
germinacdo de sementes com contéudos de agua entre 36,9 e 5,5% prdéxima ao
das sementes recém-colhidas e as sementes ndo dessecadas (36,9%) se
mostraram mais vigorosas, pois a germinacao ocorreu em menor tempo médio e
maior sincronia e foram observados mais embrides vigorosos do que antes do
armazenamento. Entretanto sementes com conteldo de agua de 5,5%
apresentaram pequeno decréscimo na germinacdo e, adicionalmente, houve
reducdo da germinacéo inicial em 50% e menores indices de poliembrionia em
sementes com 5,5% de contelldo de agua armazenadas a -20 + 2°C, indicando
gue o comportamento das sementes de C. reshni é mais proximo das sementes
intermediérias.

O objetivo do terceiro artigo foi conhecer as condi¢bes 6timas para
germinacdo das sementes dos porta-enxertos tangerina Cledpatra (Citrus reshni
Hort ex. Tanaka), limdo-cravo (Citrus limonia Osbeck), citrumelo (Citrus
paradisi Macfadyen x Poncirus trifoliata (L.) Raf) e trifoliata (Poncirus
trifoliata [L] Raf.), com o propdsito de desenvolver e validar métodos para teste
de germinacdo em laboratorio. Constatou-se que estas sementes apresentam
germinacdo do tipo criptocotiledonar hipogeal e germinam em presenca ou
auséncia de luz. Concluiu-se, também, que as temperaturas de 25 e 30°C podem
ser utilizadas, para testes de germinagdo de sementes de Cleopatra, citrumelo,
limdo-cravo com resultados equivalentes e a temperatura mais alta reduziu o
tempo de duragdo do teste de limdo-cravo de 35 dias para 28 dias. Além disso,
substratos muito Umidos (quantidade de agua 3,0 e 2,5 vezes o0 peso do papel)
podem provocar mortalidade de sementes e aumentar 0 tempo médio de
germinacdo. A metodologia proposta para os testes de germinacdo de sementes

de porta-enxertos de limdo-cravo apresentou bons coeficientes de variacdo de
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repetitividade, de reprodutibilidade e 6timo coeficiente de variacdo de R&R,
preenchendo os requisitos necessarios para inclusdo nas regras para analise.

Ao final destas pesquisas, conclui-se que as sementes de Citrus reshni
ndo sdo recalcitrantes, dado que a secagem ndo afeta imediatamente a
germinacdo destas sementes. Entretanto sera necessario estudar o
comportamento, durante o0 armazenamento, por periodo maior que os trés meses
recomendado por Hong e Ellis (1996), para confirmar a perda de viabilidade
destas sementes, quando armazenadas em temperaturas préximas a -20°C e, por
consequéncia, sua classificagéo fisioldgica como intermediaria. Um tempo maior
de armazenamento, também, podera esclarecer qual a melhor umidade para
conservagdo destas sementes em cémara fria, sendo indicado testar
conjuntamente o uso de fungicidas. Verificou-se, assim que, embora o protocolo
proposto por Hong e Ellis (1986) seja Util e vantajoso por ser relativamente
rapido (armazenamento por apenas trés meses), apresenta limitagdes, inclusive,
relacionadas a esta vantagem. Além disso, a classificacdo em uma das trés
categorias de armazenamento € importante, para gestdo de bancos de
germoplasma, mas ndo abarca necessariamente toda a diversidade de
comportamentos fisioldgicos existentes nas espécies e ec6tipos de sementes
existentes na natureza e, conforme ressaltado por Walters (2015), ndo considera
o amplo espectro de respostas das sementes ao estresse da dessecacdo e a
sobrevivéncia em condigBes anidras. Neste contexto, a reducdo da germinacéo
de sementes mais secas (5,5% b.u.), durante o armazenamento, poderia ser
interpretada como uma manifestacdo da tolerancia ao longo do tempo ou como
um fendbmeno diferenciado. Sugere-se que as sementes de C. resnhi sejam
utilizadas em futuros experimentos para testar estas hipéteses.

E importante ressaltar, também, que a metodologia utilizada, para
determinar a germinacdo das sementes de C. resnhi nos artigos 1 e 2,

especialmente, a opgéo de usar substrato mais seco que o normal (1,7 vez o peso



48

do substrato) mostrou-se apropriada, dado que os coeficientes de variacdo para a
variavel porcentagem de plantulas normais foram baixos (< 12%), em todos 0s
experimentos conduzidos, para estudar o comportamento das sementes, durante
a secagem e armazenamento. Isso confirma resultados de pré-testes e é coerente
com a constatacdo relatada no artigo 3 de que substratos muito Umidos
(quantidade de agua maiores que 72% da capacidade de retencdo) ndo sdo
adequados, visto que podem provocar mortalidade de sementes, além de
aumentar o tempo meédio de germinagdo. Recomenda-se, ainda, que seja
realizado, juntamente com o teste de germinagdo, 0 monitoramento da
viabilidade e vigor dos embribes, pois, como ocorreu ho experimento
apresentado no segundo artigo, esta técnica pode proporcionar conhecimento
abrangente do efeito da secagem e armazenamento nessas sementes. Da mesma
forma, foram muito Uteis, também, as medidas indiretas de poliembrionia, tempo
e uniformidade de germinagéo.

Com relagdo as enzimas do sistema antioxidante durante a secagem,
recomenda-se que, em futuros experimentos, 0 monitoramento da atividade
destas enzimas seja realizado também em sementes nas fases 1 e 2 da
germinacdo. A eficiéncia do sistema antioxidante durante a reidratagdo é
importante e, talvez, mais determinante nestas fases. O acompanhamento da
producdo de espécies reativas de oxigénio e de outras enzimas com acgdo
antioxidante também pode amparar conclusdes mais acertadas. Para
complementar, o uso de inibidores da acdo de enzimas, a exemplo do amino-
triazol, que inibi a catalase, também possibilitaria melhor entendimento do
funcionamento do sistema antioxidante durante os processos de secagem e

armazenamento.
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Abstract

Despite the economic relevance of Citrus reshni as a rootstock for citrus, information
about the consequences of seed desiccation is scarce and controversial. Thus, our
objective was to evaluate the effects of drying rates and water content on the
physiological quality of and activities of catalase and superoxide dismutase antioxidant
enzymes in C. reshni seeds. Regardless of the drying rate tested, seeds were very tolerant
to desiccation, maintaining a high percentage of normal seedlings even when the water
content was reduced to 3%. At 15 and 10% water content, however, the percentage of
seeds with multiple normal seedlings reduced. Rapid drying was more advantageous as it
provided higher germinability and a lower percentage of abnormalities. Desiccation to
25% water content prior to sowing was beneficial because it increased the percentage of
normal seedlings and retained the percentage of seeds with multiple normal seedlings.
The best water content for storing these seeds still needs to be determined. Catalase and
superoxide dismutase enzymatic activities in dried seeds are not good biomarkers to
monitor the effects of drying in C. reshni seeds, although they may help understand the
nature of stress that occurs during drying and probably influence seed behaviour during
storage.
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Introduction

Citriculture has a significant relevance in the world economy. Annually,
approximately 115 million tonnes of citrus fruits are produced in 146
countries from five continents. In addition to fresh fruits, other
derivatives, such as juices, wines, jellies, essential oils and
pharmaceutical products, have been commercialised (FAO, 2012).
Because citriculture is perennial, rootstock seedlings produced from seeds
are one of the most important inputs (Lima, 1986). The use of these seeds
for seedling production is justified by the fact that they have a
sporophytic polyembryonic phase and that most embryos are formed by
nucellar cell differentiation, making them genetically identical to the
mother plant. Thus, seedlings can be obtained with seed propagation
benefits, i.e. a root system with a main pivotal root and with the
maintenance of rootstock genetic traits.

Despite the economic importance of Citrus rootstock seeds,
information on the consequences of seed desiccation is often
controversial, as for Citrus reshni Hort ex Tanaka (Villegas-Monter and
Andrade-Rodrigues, 2005; Martins et al., 2007). There is interspecific
variation for desiccation tolerance in species of Citrus and Poncirus
genera (Mumford and Panggabean, 1982; Hong and Ellis, 1995;
Lambardi et al., 2004; Gravier et al., 2011); however, little is known
about the specific mechanisms contributing to these behavioural
differences. In desiccation-sensitive seeds, numerous factors can affect
the physiological behaviour during drying, such as temperature and
drying rate (Wesley-Smith et al., 2001; Kermode and Finch-Savage,
2002). The drying rate can affect the desiccation response in recalcitrant
(Wesley-Smith et al., 2001; Varghese et al., 2011), intermediate (José et
al., 2011; Magistrali et al., 2015) and orthodox (Hong et al., 1996)
species seeds. Generally, desiccation-sensitive seeds and embryos have
higher survival rates when subjected to rapid drying than when subjected
to slow drying (Berjak et al. 1993; Pammenter and Berjak, 1999). This
effect, however, is less pronounced in seeds than in excised embryos
(Pammenter et al., 1998; Sun and Liang, 2001; Liang and Sun, 2002). In
contrast, slow desiccation is less harmful in seeds of Genipa americana
L. (Magistrali et al., 2015). For seeds of others species, for example, Inga
vera Willd. subsp. affinis (DC) T. D. Penn, the drying rate does not affect
the survival rate to a great extent (Faria et al., 2004). The consequences of
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drying rates appear to depend on the species (Faria et al., 2004) and may
also vary with the fruit phenological stage (Santos et al., 2014).

During the early stages of seed formation and development,
embryos have a high water content. Water content decreases occurs
slowly while seeds accumulate reserves, accelerates when seeds lose the
vascular connection with the mother plant and continues till they reach
equilibrium with the relative humidity of air (Walters, 2000; Bewley et
al., 2013). From that time, seeds undergo variations according to
environmental humidity changes (Walters, 2000; Bewley et al., 2013).
This extreme drying at the end of maturation takes place in most
desiccation-tolerant seeds. Seeds from fleshy fruits, however, do not go
through this final phase and usually maintain a high water content
(around 40%) after reaching maturity (Carvalho and Nakagawa, 2000).
Seeds from these kinds of fruits may be tolerant to desiccation, such as
melon seeds (Welbaum and Bradford, 1988), or may have various
sensitivity levels, such as Citrus and Poncirus genera and their hybrids
from the Rutaceae family (King and Robert, 1980; Mumford and
Panggabean, 1982; Lambardi et al., 2004; Makeen et al., 2007; Gravier et
al., 2011).

Desiccation tolerance has been linked to multiple processes, from
protection against different levels of dehydration during seed formation to
protection and repair mechanisms during hydration (Pammenter and
Berjak, 1999). Desiccation to critical levels may have deleterious impacts
on cell structures, mitosis, biochemical reactions, DNA integrity, protein
synthesis, membrane and organelle structures, germination, and seedling
development (Farnsworth, 2001). Cells containing very condensed
chromatin are associated with damage due to drying (Crévecoeur et al.,
1976). Alterations in cell membranes are usually the main structural
damage associated with drying (Senaratna and McKersie, 1986) and may
be related to phospholipid rearrangement of the plasmalemma (Staehelin
and Chapman, 1987). The damage can be irreversible, and consequently,
seeds suffer from reduced vigour and germination or even loss of viability
(Bewley and Black, 1994). Therefore, efficient antioxidant systems have
been considered essential to maintain viability in cells and organisms that
are negatively affected by free radicals during drying (Pammenter and
Berjak, 1999; Berjak and Pammenter, 2013). The balance between the
production and removal of free radicals during seed drying and storage is
related to their longevity (Brand&o Junior et al., 2002).
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Understanding drying effects in seed germination is important to
determine conservation strategies for Cleopatra mandarin seeds (Citrus
reshni) and to prevent inadequate processing and seed loss. Even the
conservation of seeds for shorter periods, either to be used or for
commercialisation, is influenced by desiccation tolerance. Thus, the
objective of this study was to evaluate the effect of drying rates and water
content on the physiological quality of and activities of catalase (CAT)
and superoxide dismutase (SOD) antioxidant enzymes in C. reshni seeds.

Material and Methods
Collection, processing and initial characterisation of seeds

Ripe fruits of C. reshni were collected in October 2014 at the Citrobom
Nursery farm, located in Bom Despacho, State of Minas Gerais, Brazil
[19°44'14" S, 45°15'9" W, climate type Aw (tropical with dry season)
and average altitude of 761 m a.s.l.]. Fruits were immediately transported
in plastic boxes to the Universidade Federal de Lavras, where they were
processed.

Seeds from 10 fruits were individually extracted with tweezers
and were used to determine water content before processing. After their
removal from the fruit, seeds were directly used, and no treatment to
remove mucilage was performed.

The fruit epicarp was removed; carpels were manually crushed
and kept under fermenting conditions for 12 hours. Next, seeds were
extracted and demucilated under running water on a sieve. Small or
malformed seeds were separated and discarded during extraction.
Selected seeds were arranged as a single layer in a shady and air-
conditioned environment at 20°C, long enough to remove the surface
water. Immediately after this, seeds were homogenised, and they formed
the seed lot (fresh seeds) used in the studies of desiccation tolerance.

Determination of water content

Seed water content before processing was determined on wet basis using
the oven method, drying at 103 + 2°C for 17 hours (ISTA, 2014), with
five repetitions containing five seeds (Hong and Ellis, 1996). Weights
were recorded with an accuracy of 0.0001 g. Determination of the water
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content of the fresh seed lot (after processing), dried seeds and their
controls was performed using the same method.

Drying procedures

The homogenised seed lot was divided into four equal parts: the first part
was subjected to rapid drying and the second part to slow drying; the two
remaining parts were maintained at the initial water content and same
temperature of drying (rapidly dried and slowly dried controls).
Desiccation was performed in hygrostat boxes at 20°C, with rapid drying
occurring under relative humidity (RH) controlled by activated silica gel
(RH = 10 = 3%) and slow drying occurring with RH controlled by a
saturated sodium chloride solution (RH = 75 = 3%). After 250 hours,
slowly dried seeds were not losing water anymore, thus they were
transferred to an environment with RH controlled by silica gel (RH = 10
+ 3%) until the end of drying.

Seeds were periodically weighed until they reached 25, 15, 10, 5
and 3% target water content (wet basis). The target weights to obtain the
desired water content were estimated according to Cromarty et al. (1985).
When target weights were reached, seeds were removed from drying and
maintained for four hours at 20°C in containers that maintain water
content. After this period, samples of the seeds were used for water
content determination, germination testing and freezing in liquid nitrogen.
Frozen samples were kept in a deep freezer until enzyme extraction.
Whenever a target weight was reached, samples were collected from
control seeds, which were assessed for water content and germination.

Evaluation of seed germination
Germination was conducted in paper rolls moistened with water,
equivalent to 1.7-times the substrate dry weight. Paper rolls were packed
in plastic bags and maintained at 25°C under constant light. Four
replicates of 25 seeds were used per treatment.

Evaluations were performed every seven days, with germination
being considered as the presence of a root protrusion (2 mm).
Germination measurements (germinability, velocity coefficients, average
time and time variation coefficient) were determined according to Ranal
and Santana (2006). Calculations were performed in an Excel worksheet
(Ranal et al., 2009), and the percentage of seeds with more than one
germinated embryo (indirect polyembryony) was calculated.
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Germination was also evaluated according to technological
criteria, with seedlings classified as normal, deformed or decayed and
non-germinated seeds classified as dead or hard and fresh (ISTA, 2013,
2014). Fresh seed viability was confirmed using the tetrazolium test,
according to Brasil (2009) except that embryos with radicle damage were
considered to be unviable, regardless of the damage extension. According
to technological criteria, seeds were considered germinated when a root or
any other structural protrusion of the seedling was observed (such as
hypocotyl or epicotyl).

Seedlings with or without a damaged primary root were
considered deformed and were separately counted from those with
damage in other essential structures. Evaluations ended when germination
stabilised and it was possible to undoubtedly classify seedlings.
Percentages of all kinds of seedlings and seeds observed, as well as of
abnormal seedlings (deformed + decayed) and deformed seedlings that
showed defects in the primary root, were determined.

The behaviour of desiccated seeds in relation to their controls was
compared using a ratio between the percentages of normal seedlings from
dried seeds (25, 15, 10, 5 and 3% water content) and from control seeds.
The initial ratio (fresh seeds) was considered to be one.

Because these are polyembryonic seeds, the percentage of seeds
that produced more than one normal seedling (multiple seedlings) was
also calculated.

Extraction of enzymes

Four samples from each treatment, containing 50 seeds, were separately
macerated in liquid nitrogen with the addition of 10 mg
polyvinylpolypyrrolidone. Soluble protein extraction was performed with
0.2 g of macerated samples, to which 1.5 mL of extraction buffer
containing 1.47 mL of 0.1 M phosphate buffer (pH 7), 15 pL of 0.1 M
ethylenediaminetetraacetic acid, 15 pyL of 0.1 M ascorbic acid, 6 pL of
0.5 M dithiothreitol and 15 pL of 0.1 M phenylmethanesulfonyl fluoride
were added. Next, samples were centrifuged at 12,000 xg for 30 minutes
at 4°C. Supernatants were collected and frozen in aliquots to be used for
enzymatic activity and protein quantification assays (Bielmelt et al.,
1998).
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Quantification of soluble proteins

Sample protein concentration was determined by the Bradford method
(Bradford, 1976) using a standard curve determined by increasing
concentrations of bovine serum albumin in a 96-well enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) plate that was read in a spectrophotometer
at 595 nm. Each concentration was tested in three replicates.

Quantification of SOD activity

SOD (EC 1.15.1.1) antioxidant enzymatic activity was measured by its
ability to inhibit p-nitro blue tetrazolium (NBT) photoreduction, as
proposed by Giannopolitis and Ries (1997) with modifications. Ten
microliters of enzymatic extract were added to 190 pL of an incubation
medium, and measurements were performed in 96-well ELISA plates,
using three repetitions for each biological sample. The reaction was
performed at 25°C in a reaction chamber under fluorescent light lamp of
15 W. After seven minutes of light exposure, formazan produced by NBT
photoreduction was measured at 560 nm. An illuminated control sample
without proteins (blank) was used to determine the maximum absorbance.
SOD activity was calculated as the absorbance of the sample divided by
the absorbance of the blank; the percentage of inhibition was then
obtained. One SOD unit was defined as the amount required for the
photoreduction of 50% of NBT (Beauchamp and Fridovich, 1971; Cheng
and Song, 2008). Enzymatic activity was expressed as U SOD minute™*
mg " protein.

Quantification of CAT activity

CAT (EC 1.11.1.6) enzymatic activity was measured according to the
technique by Havir and McHale (1987), using 10 pL of the enzymatic
extract added to 190 pL of the incubation medium. The enzymatic
activity was measured based on an absorbance decrease at 240 nm every
15 seconds for three minutes, while monitoring hydrogen peroxide
consumption by spectrophotometry. Measurements were performed in 96-
well ELISA plates using three repetitions for each biological sample.
CAT activity was expressed in pmol H,O, minute * mg* protein.

Statistical analysis
Initially, residue normality was checked using the Shapiro-Wilk test and
homoscedasticity by Levene’s test. Analysis of variance (ANOVA) was
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then performed only when variable data were considered normal and
homoscedastic (P > 0.01). When significant effects were observed,
averages were compared using the Scott-Knott test (P = 0.05). All
statistical analyses were performed using the R program: Core Team
(2016), car package (Fox and Weisberg, 2011) and ExpDes.pt. package
(Ferreira et al., 2013).

Results

Fresh seeds had 46% water content, similar to the water content of seeds
before processing (47.4%). Initial germinability (root protrusion) was
94%, normal seedling percentage was 83% and the average germination
period was 17.94 days.

There was no interaction between the drying rate and the water
content on the variables related to germination, so the results regarding
the drying rates and the water content are presented separately.

Drying rate

Although the duration of slow drying was approximately 2-times greater
than that of rapid drying (figure 1), the drying rate did not affect normal
seedling percentage, polyembryonic measures or mean germination time,
velocity and synchrony (figure 2).

However, the effect of drying rate could only be observed in
germinability and seedling abnormalities. The percentage of germinated
seeds (root protrusion) was lower after slow drying (86.5%) than after
rapid drying (90.3%). The opposite result was found with both deformed
seedlings and root-damaged seedlings, considering the total deformed
seedlings (figure 2).

Unlike other variables, an interaction between factors was
detected in antioxidant enzymatic activity results. At the same drying rate,
SOD and CAT enzymatic activities varied according to the water content.
Further, enzymatic activity variation was observed in seeds with identical
water content but different drying rates (table 1).
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Water content (% fresh weight)

0 50 100 150 200 250 300 350 400
Drying time (hours)

Figure 1. Rapid (silica gel) and slow (NaCl until the 250" hour and silica gel
until the end) drying curves for Citrus reshni seeds at 20°C.

SOD activity was significantly reduced when seeds were rapidly
desiccated to 25% water content. This enzymatic activity remained stable
until 15% water content, and then, it reached the lowest level in seeds
with 10% water content. Seeds with 5 and 3% water content had the
highest SOD activities, surpassing even the enzymatic activities of fresh
seeds (table 1). SOD activity in slowly desiccated seeds showed similar
behaviour to the rapidly dried seeds, particularly until 10% water content.
However, in seeds slowly desiccated to lower water contents (5 and 3%),
the SOD activity was lower than in rapidly dried seeds and lower than the
levels observed in fresh seeds.



75

Synchronization index

Uncertainty (bit)

Coefficent of variation of the time (%)
Mean germination time (days)
Coefficient of velocity of germination (%)
Indirect polyembryony (%)

Germinability (%)

Ratio of normal seedlings (dry/control)
Multiple normal seedlings (%)

Root-damaged in deformed seedlings (%)

Abnormal seedlings ( %)

Deformed seedlings ( %)

Normal seedlings (%)

6 llﬁ Zb 3I0 4‘0 SIO 6IO 7.0 Sb 9I0
Figure 2. Effects of drying rates on Citrus reshni seed germination. Data are
means of water content results as there was no significant interaction between

the drying rates and water content. Bars followed by the same letter in each
variable are not significantly different by the Scott—Knott test (P = 0.05).

No variation was found in CAT activity in rapidly dried seeds
with 25, 15 and 10% water content. However, rapidly dried seeds with
5% water content had their enzymatic activities increased, reaching its
maximum value in seeds with 3% water content (table 1). Slowly dried
seeds with 25% water content also did not show a reduction in CAT
activity. For seeds dried water contents lower than 25%, CAT activity
was greater, with maximum activity at 15 and 10% water content,
returning to the initial level in seeds with 5 and 3% water content (table
1).

Therefore, in the rapid drying the peak of CAT and SOD activity
occurred in seeds dried to low water contents (5 and 3%), which was not
observed in slowly dried seeds.
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Table 1. Activity of catalase (CAT) and superoxide dismutase (SOD) in Citrus
reshni seeds with different water contents obtained by rapid and slow drying.
Water content CAT activity SOD activity
(% fresh (umol H,0, minute *mg* protein) (U SOD minute * mg * protein)
weight) Rapid drying Slow drying Rapid drying  Slow drying

46 (Fresh) 13.61Ca 13.61Ba 3.42Ba 3.42Aa
25 10.62Ca 11.38Ba 3.08Ca 3.00Ba
15 15.50Cb 32.58Aa 3.20Ca 3.10Ba
10 17.66Cb 36.22Aa 2.67Da 2.24Db
5 25.29Ba 15.57Bb 3.86Aa 3.15Bb
3 40.84Aa 12.18Bb 3.72Aa 2.60Ch
CV (%) 15.95 5.94

CV = coefficient of variation. Means followed by the same capital letter in each column
and the same lower case letter in line are not significantly different by the Scott—Knott
test (P = 0.05).

Water content

Independent of the process speed, the seed water content affected C.
reshni germination and indirect polyembryony as well as variables in the
technological evaluation (table 2).

As observed for fresh seeds, seeds with 25 and 3% water content
had 93.5 and 90.0% germinability, respectively, while those with 15, 10
and 5% water content had lower germinability, ranging between 85.5 and
83.0% (table 2).

The coefficient of velocity of germination in dried seeds was low
regardless of the water content, thus increasing the average time required
for germination. This drying effect was offset by the greater uniformity of
germination over time than fresh seeds. However, uncertainty and
synchrony levels were not affected by drying.

Drying led to an increased percentage of normal seedlings in seeds
with 25% water content. Seeds with a water content lower than that
showed a normal seedling percentage statistically identical to that
observed in fresh seeds (table 2). In contrast, the percentage of deformed
and abnormal seedlings (deformed + decayed) was lower in dried seeds
with up to 25% water content. This lower occurrence of seedling damage
may be one of the causes, perhaps the main one, for the high
technological quality of these seeds (table 2). In addition, dead or fresh
seeds were not observed at the end of the tests performed with seeds
containing this water content. Furthermore, the percentage of decayed
seedlings was low (1%, data not shown).
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Table 2. Citrus reshni seed germination and seedling evaluation after desiccation
Measures of germination

Water Indirect

content Germinability (%) polyembryon CVG  MGT CVT U Z

(% fresh y poly! (%)y Y (%) (days) (%) (bit)

weight)

46

(Fresh) 94.0a 28.0a 5.58a 17.94b 3153a 1.33a 0.43a
25 93.5a 26.6a 410b 24.41a 21.85b 143a 0.39a
15 84.5b 14.5b 4.09b 24.49a 19.36b 1.26a 0.43a
10 85.5b 12.5b 4.13b 24.32a 20.58b 1.38a 0.4la
5 83.0b 26.5a 4.26b 23.62a 22.89b 1.54a 0.36a
3 90.0a 16.5b 419b 2390a 17.77b 1.18a 0.47a

CV (%) 6.61 34.63 464 5.03 19.18 18.86 18.97

Technological evaluation

Water - Ratio of

content Normal Deformed Abnormal Root-damaged Multiple normal normal

(% fresh seedlings seedlings  seedlings  in deformed seedlings seedlings

weight) (%) (%) %)  seedlings (%) (%) ( dry/contgrol)
46 83.0b 13.0a 16.0a 16.0a 20.0a 1.00b

(Fresh)

25 93.0a 6.5b 7.0b 7.0b 21.6a 1.28a
15 79.0b 16.0a 18.0a 18.0a 13.5b 1.08b
10 77.0b 15.5a 19.0a 19.0a 7.5b 1.01b
5 76.5b 16.0a 18.5a 18.5a 18.0a 0.98b
3 79.0b 15.0a 18.5a 18.5a 15.5a 1.02b

CV (%) 9.05 42.94 40.40 40.40 42.02 13.85

Data are means of rapid and slow desiccation results as there was no significant
interaction between the drying rates and water content. CVG = coefficient of velocity of
germination; MGT = mean germination time; CVT = coefficient of variation of the time;
U = uncertainty; Z = synchronisation index. CV = Coefficient of variation. Means
followed by the same letter in each column are not significantly different by the Scott—
Knott test (P = 0.05)
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The percentage of root-damaged in deformed seedlings was
statistically identical for seedlings that originated from fresh seeds and
seeds with 25% water content. However, this percentage was intermediate
for seedlings that originated from seeds with 15 and 10% water content,
returning to the initial level for seeds with 5% water content. Seeds with
lower water content (3%) had the lowest percentage of root-damaged in
deformed seedlings (60.3%; table 2), suggesting further damage in other
essential structures.

Regarding the normal seedling ratio from dried seeds and their
respective controls, seeds with 25% water content presented a ratio
significantly different from the initial one (fresh seeds). Therefore, seeds
dried to this water content increased the percentage of normal seedlings
compared to that of control seeds. When drying reached even lower water
contents, the ratio was the same as to the initial one (fresh seeds), i.e.
drying or a temporary humid storage had similar effects.

Measurement of indirect polyembryony

The percentage of seeds with more than one germinated embryo was
unaffected by desiccation to 25% water content. This result was not
maintained in seeds with 15, 10 and 3% water content. Reduction in the
percentage of indirect polyembryony did not occur in seeds with 5%
water content (table 2).

Only drying to intermediate water contents (15 and 10%) caused a
reduction in the percentage of seeds with multiple normal seedlings (table
2). Seeds with 5 and 3% water content showed no reduction in this
percentage.

Discussion

Drying rate

In contrast to other Citrus seeds (Cho et al., 2002; Makeen et al., 2005),
drying rate did not affect the percentage of normal seedlings in C. reshni
seeds. The same was true for indirect polyembryonic, multiple normal
seedling percentage and germination measurements. Despite this, rapid
drying seems more advantageous, since it provided higher germinability
(root protrusion), a lower percentage of abnormal seedlings and a lower
percentage of root-damage in deformed seedlings.
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The effect of the drying rate on germination was not influenced by
the water content, however a correlation between these two factors was
observed for CAT and SOD enzymatic activities. The activity was lower
in slowly dried seeds with 5 and 3% water content than in rapidly dried
seeds. This enzymatic activity decrease suggests that under slow drying,
there is a loss of efficiency in the antioxidant system, as observed in
Trichilia dregeana Sond. (Varghese et al., 2011). However, if antioxidant
system disruption occurred in C. reshni seeds, it was probably a minor
damage as there was no significant decrease in the percentage of normal
seedlings.

The greatest percentage of deformed seedlings observed in slowly

dried seeds does not seem to be related to the lower enzymatic activity
because it occurred only in seeds with lower water contents, whereas the
abnormalities occurred in seeds at all water contents. The greatest
occurrence of these abnormalities may be related to the low efficiency of
the antioxidant system during rehydration. However, it was not possible
to verify this hypothesis, since the activity of these enzymes was not
quantified during germination.
Regardless of the causes for the differences in enzymatic activities
detected, the behaviour of these enzymes suggests that rapidly and slowly
dried seeds are not in the same physiological state, even though have a
same percentage of normal seedlings, which can influence their
behaviours during storage.

Desiccation tolerance

Although they are dispersed with a high water content, C. reshni seeds
were very tolerant to desiccation because the percentage of normal
seedlings remained close to 80%, and it was statistically identical to that
of fresh seeds, even after reducing the water content to 3%. This
behaviour is similar to that observed by Villegas-Monter and Andrade-
Rodriguez (2005) in seeds of this species and also in seeds from Citrus
limonia Osbeck and Citrus limon (L.) Burm.f. (King and Roberts, 1980;
Usberti and Felippe, 1980; Mumford and Panggabean, 1982). However,
these data diverge from other results that reported greater sensitivity of
seeds to desiccation (Martins and Silva, 2006; Martins et al., 2007). The
discrepancy in results could be explained by lower initial seed quality
(72.5 and 64.5% germination) and also by the method used in those
studies to assess germination, particularly the excessive amount of water
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used in the substrate. Nonetheless, other factors such as genetic variation
among C. reshni varieties or climatic conditions cannot be discarded. It is
important to note that although the assessment time period, which is
longer in desiccated seeds with an integument, has been listed as one of
the main causes of errors in the physiological classification of Citrus
seeds (King and Roberts, 1980), this factor does not seem to have
contributed to the discrepancy in results because it was similar.

In most studies, SOD and CAT enzymatic activities increase
during early drying stages and later decline dramatically. This strong
decrease is associated, in almost all studies, to the loss or impairment of
at least 50% of seed viability during desiccation (Huang et al., 2009;
Ntuli et al., 2011; Sershen et al., 2016). Therefore, this suggests that the
lack of a drastic decline in SOD and CAT enzymatic activities in C.
reshni seeds may be related to the conservation of their viability during
drying. The maintenance of viability of C. reshni seeds after desiccation
suggests that these seeds can be stored with low water content as occurs
with the seeds of C. limonia and C. limon (King and Roberts, 1980;
Usberti and Felippe, 1980; Mumford and Panggabean, 1982).
Furthermore, it has already been observed that seeds of C. reshni with 5%
water content can be stored for 12 months (Villegas-Monter and Andrade-
Rodrigues, 2005).

In addition, the high viability and enzymes activity of the CAT
and SOD in seeds of C. reshni dried rapidly to 3% water content suggests
that this ultra-drying can be a good strategy for the conservation of these
seeds as for Ammopiptanhus mongolica (Maxim. Ex Kom.) S. H. Cheng
(Li et al., 2010). Seeds of C. limon exhibit this behaviour and may even
be stored at -18 ° C for 655 days (Mumford and Panggabean, 1982).

On the other hand, the physiological evaluations performed by
Martins et al. (2007) suggest that the seeds of C. reshni are probably
recalcitrant because they were better conserved with water contents
between 39 and 24%, and were affected by drying down to water content
below 24%. However, the seeds used by these authors presented lower
initial quality (64.5% of normal seedlings) than the seeds we tested
(83.0% of normal seedlings).

Although the seeds of C. reshni have shown themselves tolerant to
desiccation, it cannot claim to be orthodox seeds because we have not
studied the behaviour of these seeds during storage.
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Water content

Drying C. reshni seeds to 25% water content prior to sowing proved to be
advantageous as it increased the percentage of normal seedlings and
maintained the percentage of multiple normal seedlings. When compared
with fresh seeds, there was a reduction in the coefficient of velocity of
germination, but this factor was offset by the lower variation in
germination over time. Similar physiological behaviour was observed by
Martins et al. 2007, studying seeds of C. reshni dried from 48 to 39%
water content.

As for C. reshni, mild drying increased germination in other
species seeds, which are dispersed with high water content, such as
Aesculus hippocastanum L. (Tompsett and Pritchard, 1998), Acer
pseudoplatanus L. (Daws et al., 2006) and Quercus robur L. (Kranner et
al., 2006). This observation has been linked to the continuing seed
maturation (Tompsett and Pritchard, 1998; Daws et al., 2006).

A possible cause would be a germination stimulus due to a slight
elevation in H,O, concentration (Bailly, 2007; Roach et al., 2010) as
reactive oxygen species increase after mild drying was found in Castanea
sativa Mill seeds (Roach et al., 2010). Furthermore, the highest normal
seedling percentage in seeds with 25% water content that we observed
could still be related to the concomitant decrease in SOD activity.

There is no evidence that the lowest germination velocity
observed in all drying levels is associated with CAT and SOD enzymatic
activities as these variables were differently affected by drying.

Indirect polyembryony
In citrus rootstock seeds, the highest polyembryony occurrence has been
considered beneficial because it increases the likelihood of the
germination of nucellar-originated embryos that are genetically identical
to the mother plant (Soares Filho et al., 2000). Drying can result in a
reduction of the number of seedlings per seed (Lambardi et al., 2004) and
in the percentage of seeds with more than one germinated embryo in the
genus Citrus (Makeen et al., 2007). Therefore, the choice of the seed
desiccation method and final water content should take these factors into
consideration.

In C. reshni seeds, the decrease in the percentage of multiple
normal seedlings only occurred for seeds with intermediate water content
(15 and 10%). Mildly desiccated seeds (25%) presented the same
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percentage of multiple seedlings found in fresh seeds, and surprisingly,
the same was observed for seeds dried to lower water contents (5 and
3%). This return to initial polyembryonic levels may be associated with
the stimulation of the germination of zygotic embryos due to desiccation,
as observed by Lambardi et al. (2004). If such hypothesis is true, drying
to low water content (5 and 3%) would not be recommended for seeds
intended for seedling production.

It is important to point out that the variation of SOD and CAT
antioxidant enzymatic activities during drying does not seem to be related
with polyembryony because the drying rate has an effect only on
enzymatic activities. This is particularly true for CAT in seeds with low
water content (5 and 3%).

Previous work has shown that the percentage of seed survival with
multiple seedlings in Citrus suhuiensis depends on the water content of
the seed and the form of rehydration (controlled or not) (Makeen et al.,
2007). Not all the embryos present in the polyembryonic fresh seeds of
Citrus species germinate. The conversion rate (mean number of embryos /
average number of seedlings per seed) in Citrus reshni was 52.1%
(Kishore et al., 2013), but the factors involved in the conversion of
embryos to seedlings were not studied. Therefore, it could be
hypothesised that the number of germinated embryos may be influenced
no only by the survival of theses embryos to desiccation, or enzymatic
activity at the end of drying, but also by the functioning of the antioxidant
system and other mechanisms of repair during rehydration. Thus, other
studies need to be carried out to understand the influence of drying on
embryo survival and indirect polyembryony, as well as the enzymatic
activity during rehydration. It would also be interesting to determine the
genetic origin of embryos and seedlings that survive (zygotic or nucellar).

Use of enzymatic activity as a biomarker

As discussed above, it can be speculated that enzymatic activities in dry
seeds have some association with the behaviour of C. reshni seeds after
drying. However, it was not possible to explain the maintenance of
percentage of normal seedlings only through CAT and SOD enzyme
activities in dried seeds. The same regarding the effect of the drying rate.
Perhaps the activity of enzymes during rehydration is more determinant
than the activity soon after drying. Besides the complexity and
dynamicity of the antioxidant system, with other enzymes involved, other
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tolerance and repair mechanisms may be important (Pammenter and
Berjak, 1999). This is consistent with results found by Sershen et al.
(2016) in studies on seeds from four species, in which it was found that
extracellular SOD activity should not be used as a biomarker to monitor
the effect of drying.

Conclusions

Regardless of the drying rate tested, C. reshni seeds were tolerant to
desiccation and maintained a high percentage of normal seedling
formation even after desiccation to 3% water content. However, seeds
with 15 and 10% water content presented a reduction in the percentage of
seeds with multiple normal seedlings. Rapid drying was more
advantageous than slow drying, as it provided higher germinability and a
lower percentage of abnormalities. Desiccation to 25% water content
prior to sowing was advantageous because it increased the percentage of
normal seedlings and retained the percentage of multiple normal
seedlings. However, the best water content for storage of these seeds still
needs to be determined. SOD and CAT enzymatic activities in dried seeds
are not good biomarkers to monitor the effect of drying in this species,
although they may help understand the nature of stress occurring during
drying and probably influence seed behaviour during storage.
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(Citrus reshni Hort. ex TANAKA)
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TOLERANCIA A DESSECACAO E ARMAZENAMENTO DE SEMENTES
DO PORTA-ENXERTO TANGERINA CLEOPATRA (Citrus reshni Hort. ex
Tanaka)

MARIA IZABEL FURST GONCALVES', JOSE MARCIO ROCHA FARIA?,
ANDERSON CLEITON JOSE?®, OLIVIA ALVINA OLIVEIRA TONETTI".

RESUMO

Em razdo da sua importancia como porta-enxerto, as sementes de tangerina
Cléopatra (Citrus reshni) precisam ser armazenadas, para garantir a producédo de
mudas, ao longo do ano e paraconservacdo em bancos de germoplasma.
Objetivou-se estudar o comportamento destas sementes, apds secagem e
armazenamento, para determinar sua classificacdo quanto ao armazenamento. As
sementes foram extraidas de frutos maduros, desmuciladas e submetidas a
secagem em silica gel (RH = 10 + 3%) até os contetdos de agua de 24,2; 11,3 e
5,5% (base Umida) e, juntamente com as sementes frescas (36,9% b.u),
armazenadas em camara fria a 6 £ 2°C por trés meses. As sementes mais secas
foram armazenadas, também, a -20 + 2°C. Avaliou-se a germinagdo apos
secagem e armazenamento e viabilidade e vigor de embrifes somente apds o
armazenamento. As sementes de C. reshni foram tolerantes a dessecacao,
podendo ser dessecadas até 5,5% de contetdo de &gua, sem alteragdo na
porcentagem, velocidade e uniformidade da germinagdo. Quando armazenadas
com contetido de agua entre 36,9% (sementes frescas) e 5,5% a 6 + 2°C por trés

meses, mantiveram-se com germinagdo proxima a das sementes frescas. Nestas
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condicBes, 0 armazenamento de sementes mais umidas (36,9% e 24,2) foi mais
vantajoso, pois, além de germinacdo mais elevada, apresentaram maior nimero
de plantulas normais por sementes e mais embrides grandes, vigorosos,
destacando-se as sementes armazenadas frescas pelo vigor (maior sincronia e
menor tempo de germinacdo e mais embriBes vigorosos). Entretanto, sementes
secas de C.resnhi (5,5% b.u) apresentaram pequeno decréscimo na germinagéo
apos armazenamento a 6 + 2°C e, adicionalmente, houve reducdo de 50% da
porcentagem de plantulas normais ap6s armazenamento a -20 + 2°C, o que
revela um comportamento mais préximo ao de sementes intermediérias.

Termos para indexacao: sementes intermedidrias, longevidade, poliembrionia.

DESICCATION TOLERANCE AND STORAGE OF CLEOPATRA

MANDARIN ROOTSTOCK SEEDS (Citrus reshni Hort. ex Tanaka)
ABSTRACT
Due to its importance as rootstock, the Cleopatra (Citrus reshni) mandarin seeds
need to be stored to ensure the production of seedlings throughout the year and
to the conservation in germplasm banks. Our objective was to study the these
seeds behavior after drying and storage to determine their classification for
storage. The seeds were extracted from mature fruits, demucilated and dried on
silica gel (RH = 10 = 3%) until water contents of 24.2; 11.3 and 5.5% (wet
basis) and, together with fresh seeds (36.9% w.b), stored in a cold room at 6 + 2°
C for three months. The drier seeds were also stored at -20 + 2° C. Germination
after drying and storage and embryo viability and vigor were evaluated only
after storage. C. reshni seeds were desiccation tolerant and could be desiccated
up to 5.5% water content, with no change in germination percentage, velocity
and uniformity. When stored with water content between 36.9% (fresh seeds)
and 5.5% at 6 + 2° C for three months, they kept the germination close to the

fresh seeds. Under these conditions, the storage of wetter seeds (36.9% and 24.2)
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was more advantageous because, in addition to higher germination, they had a
higher number of normal seedlings per seed and more vigorous large embryos,
especially stored seeds fresh by vigor (greater synchrony and shorter
germination time and more vigorous embryos). However, C. resnhi dry seeds
(5,5% w.b) presented a small decrease in germination after storage at 6 + 2° C
and, additionally, there was a 50% reduction in the normal seedlings percentage
after storage at -20 £ 2 ° C, which reveals a behavior closer to that of
intermediate seeds.

Index terms: intermediate seeds, longevity, polyembryony.

INTRODUCAO

A citricultura tem expressiva participacdo na economia brasileira com geracdo
de 230 mil empregos diretos e indiretos (CITRUSBR, 2013). Sua maior
importancia esta na produgdo de suco de laranja, sendo o Brasil responsavel por
75% da exportacdo mundial (FAO, 2017).

Esta relevancia, aliada ao fato de que se trata de uma cultura perene, cujos
pomares, se bem implantados, sdo capazes de se manter produtivos mais de 20
anos (MATTOS JUNIOR et al., 2014), ressalta o valor das sementes dos porta-
enxertos na producdo de mudas de qualidade e, por consequéncia, para 0 SuUcesso
da atividade citricola.

Como o tempo de amadurecimento da fruta da maioria das variedades dos porta-
enxertos concentra-se em alguns meses (abril a junho, para a maioria, e julho-
setembro para tangerina Cledpatra e o tangelo Orlando), enquanto os viveiristas
precisam disponibilizar mudas ao longo do ano, ha a necessidade de armazenar
sementes para propiciar semeaduras nos periodos em que ndo é possivel colher
sementes (CARVALHO et al., 2005; CARVALHO et al., 2013).

Além disso, a certificagdo de sementes e mudas, instituida pela Lei 10.711

(BRASIL, 2003), tornou estas sementes muito valorizadas e procuradas,
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oportunizando sua comercializagdo, dado que a origem genética das sementes
dos porta-enxertos é de suma importancia. Torna-se recomendavel que o
citricultor, ao adquirir mudas, tenha acesso a informacfes seguras sobre a
espécie e cultivar do porta-enxerto (MATTOS JUNIOR et al.,, 2014).
Atualmente, a comercializacdo destas sementes deve ser realizada mediante
garantia da sua germinacdo ou da sua viabilidade (BRASIL, 2013), o que
também exige conhecimento sobre as formas de conservacdo destas sementes
por curto e médio prazo.

Por outro lado, a manutengdo em bancos de germoplasma ex situ € essencial para
o0 melhoramento genético, pois garante 0 acesso a materiais promissores e a
diversidade, com vantagens sobre a conservagdo in situ. Esta altima forma de
conservagdo, em pomares ou casas de vegetacdo, exige grande areas e esta
sujeita a perdas provocadas por pragas, doengas e estresses climaticos (DURAN-
VILA, 1995; KAYA et al., 2017).

A efetividade de um determinado método de armazenamento depende da
resposta das sementes & secagem e as temperaturas de armazenamento. Para a
maioria das espécies, a dessecacdo das sementes até 10% de contetido de agua e
armazenamento a -20°C é eficaz para manter a viabilidade por muitos anos
(ortodoxas). Para outras espécies, a dessecacdo pode reduzir fortemente a
viabilidade (recalcitrantes). Existem ainda sementes relativamente tolerantes a
dessecagdo (12-10% de contetido de &gua), mas que ndo resistem a dessecacdo
até 5% ou a dessecagdo até esse valor seguida por armazenamento & temperatura
negativa (intermediarias). Tanto as sementes recalcitrantes, como as
intermedidrias, sdo mais dificeis de conservar, exigindo condicGes especiais de
armazenamento (HONG; ELLIS, 1996; SACANDE et al., 2004).

As sementes de Citrus spp e géneros relacionados sdo, em sua maioria,
classificadas como intermediarias (71% das 24 espécies listadas). As
recalcitrantes correspondem a 17% e as ortodoxas a 12% (ROYAL BOTANIC
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GARDENS KEW, 2015). Entretanto, raramente o comportamento pés-colheita
estd suficientemente claro, pois a propria sensibilidade & dessecacdo é
controversa e as temperaturas apropriadas para armazenamento pouco
pesquisadas.

Sementes de muitas espécies citricas tém sido consideradas como tolerantes a
dessecacdo abaixo de 10% de conteldo de &gua (base Umida.). Entre essas
espécies, encontram-se algumas cultivadas como Citrus limonia (liméo-cravo),
Citrus limon (liméo-siciliano), Citrus aurantiifolia (limdo-tahiti) e Citrus
maxima (= C. grandis, toranja) e silvestres como Citrus australasica, Citrus
garrawayi, Citrus inodora e Citrus australis (KING; ROBERTS, 1980;
USBERTI; FELIPPE, 1980; MUMFORD; PANGGABEAN, 1982; HOR et al.,
2005; WEN et al., 2010; HAMILTON et al., 2009; ASHMORE et al., 2011).
Com relagdo a tangerina Cledpatra (Citrus reshni hort. ex Tanaka), os resultados
tém sido controversos: ha alguns relatos de sensibilidade a dessecacao
(MARTINS; SILVA, 2006; MARTINS et al., 2007) e outros de toleréncia até 5
e 3% de contetdo de 4gua (VILLEGAS-MONTER; ANDRADE-RODRIGUEZ,
2005; GONCALVES et al., 2017). Porém, as evidéncias da tolerancia a
dessecacdo sdo mais consistentes, dado que os trabalhos que a demonstraram
utilizaram sementes com boa qualidade inicial (porcentagem de plantulas
normais acima de 80%).

Tal manutencdo da viabilidade de C. reshni ap0s dessecacdo sugere que estas
sementes se conservam bem com baixo conteldo de dgua como ocorre com
sementes de C. limonia e C. limon (KING; ROBERTS, 1980; USBERTI;
FELIPPE, 1980; MUMFORD; PANGGABEAN, 1982). Nessa direcdo,
Villegas-Monter e Andrade-Rodrigues (2005) observaram que sementes de C.
reshni com 5% de conteldo de 4gua podem ser armazenadas a 4 + 2°C por 12
meses com pequena reducdo na viabilidade. Por outro lado, ocorreu queda da

viabilidade em trabalho conduzido por Martins et al. (2007).
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O comportamento em temperaturas subzero depende da espécie citrica.
Sementes de C. limon podem também ser armazenadas com 3% de contetido de
agua a -18°C por 655 dias (MUMFORD; PANGGABEAN, 1982), enquanto que
as de C. australis mostraram significante reducdo da viabilidade quando
armazenadas com baixo contetido de &gua a -20°C por seis meses (ASHMORE
etal., 2011).

Sementes de C. reshni com 25% de contelido de agua perderam totalmente a
viabilidade durante o primeiro més de armazenamento a -20°C (FAWUSI,
1989). Nédo h4, entretanto, informagfes sobre o comportamento de sementes
dessa espécie quando dessecadas até 5% de conteldo de &gua antes do
armazenamento em temperaturas negativas.

Um aspecto importante a ser considerado é que as sementes de C. reshni sdo
poliembridnicas, possuindo geralmente mais de um embrido apomitico
(idénticos a planta-mée) e também embrido zigético, sendo que o nimero total
de embrides varia entre um e dez (ANDRADE-RODRIGUEZ et al., 2003;
KISHORE et al., 2012). Em sementes citricas maduras podem haver embrides
grandes e pequenos (MOREIRA et al., 1947; KISHORE et al.,, 2012),
provavelmente devido a maior ou menor precocidade do desenvolvimento
(MOREIRA et al., 1947).

Como o desenvolvimento dos embrides ndo é simultaneo, é possivel que estes
apresentem comportamentos diversos durante a secagem e 0 armazenamento.
Entretanto, os reflexos da secagem e armazenamento na viabilidade e vigor de
cada um dos embrides de uma semente ndo foram ainda pesquisados.

Em resumo, embora haja fortes evidéncias de que as sementes de C. reshni
sejam tolerantes & dessecacdo, pouco se conhece sobre seu comportamento
durante 0 armazenamento, uma vez que os trabalhos existentes ndo abordam

todos os aspectos necessarios para a classificacdo do seu comportamento



100

fisiolgico e nem fornecem indicagdes seguras sobre as melhores condicGes para

Seu armazenamento.

Assim, objetivou-se estudar o comportamento dessas sementes apds secagem e
armazenamento e, por consequéncia, determinar sua classificacdo fisiologica.
Pretendeu-se também caracterizar a viabilidade e vigor dos embribes de cada

semente apés armazenamento.

MATERIAL E METODOS

Coleta, processamento e caracterizacdo inicial das sementes

Frutos maduros de Citrus reshni Hort ex. Tanaka (tangerina Cledpatra) foram
coletados em setembro de 2016, na Fazenda Citrobom, em Bom Despacho, MG.
Apbs a colheita, os frutos foram transportados em caixas plasticas vazadas para
0 Viveiro Florestal da Universidade Federal de Lavras, onde foram processados.
Sementes de dez desses frutos foram extraidas com auxilio de uma pinga (sem
passar por qualquer tipo de tratamento para a retirada da mucilagem) e utilizadas
imediatamente para determinagéo da umidade antes do processamento.

A semelhanca da extracdo realizada pelos produtores de sementes, os epicarpos
dos frutos foram retirados, os carpelos esmagados manualmente e mantidos em
fermentacdo por 12 horas. Em seguida, as sementes foram extraidas e
desmuciladas em &gua corrente sobre peneira, descartando-se sementes
pequenas ou malformadas. A remogdo da umidade superficial das sementes
selecionadas foi realizada em camada Unica, num ambiente sombreado e
climatizado (20 + 2°C) por trés horas. Imediatamente apds, as sementes foram
homogeneizadas, constituindo-se o lote (sementes frescas) que foi utilizado nos

dois experimentos descritos a seguir.

Secagem e armazenamento
As sementes foram submetidas a secagem com umidade relativa controlada com

silica gel ativada (UR=10 + 3%) em caixas de secagem tipo higrostat. Foram



101

realizadas pesagens periddicas até as sementes atingirem o peso-alvo
(correspondente a umidade-alvo), segundo expressdo proposta por Cromarty et
al. (1985).

Quando atingiram a umidade-alvo, as sementes foram retiradas e armazenadas
temporariamente em recipientes que mantinham a umidade (caixas plasticas com
tampas bem vedadas) por quatro horas (temperatura 20 + 2°C). Apds esse
periodo, foram divididas em duas porcBes, sendo uma porcdo destinada a
avalicdo no tempo zero de armazenamento (efeito da secagem) e outra para
avaliagdo apos trés meses de armazenamento (efeito da secagem seguida de
armazenamento).

As sementes destinadas ao armazenamento foram colocadas em embalagens
impermeéveis (tubo Falcon fechado e envolto em filme plastico e saco de
polietileno) e armazenadas em camara fria a 6 = 2°C. Adicionalmente, sementes
com conteido de agua de 5% foram armazenadas também em freezer (-20 +
2°C). O tempo de armazenamento foi de trés meses.

Transcorrido este tempo, as sementes foram transferidas (mantendo-as na
mesma embalagem) para um ambiente com temperatura de 20°C por 24 horas,
para evitar condensacdo nas sementes (SACANDE et al., 2004), sendo entéo
avaliado o contetdo de agua, germinacdo e poliembrionia direta, viabilidade e

vigor de embrides, conforme descrito a seguir.

Conteudo de 4gua

O contéudo de agua das sementes foi determinado em quatro pontos: antes e
apos o processamento; ap0Os atingirem as umidades-alvo durante a secagem; e
apds o armazenamento. Utilizou-se 0 método da estufa a 103 + 2°C por 17 horas,
com cinco repeticdes de cinco sementes (HONG; ELLIS, 1996), calculando-se o
contetido de agua em base imida (ISTA, 2016). Os pesos foram registrados com

quatro casas decimais.
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Germinagéo

A germinacdo foi realizada em rolos de papel umedecidos com &gua em peso
equivalente a 1,7 vez o peso do substrato seco (quantidade determinada em pré-
testes), utilizando-se quatro repeticdes de 25 sementes por tratamento. Os rolos
foram acondicionados em sacos plésticos e mantidos a 25°C sob luz constante.
As avaliaces foram realizadas a cada sete dias, classificando-se as plantulas em
normais, deformadas ou infeccionadas; e as sementes ndo germinadas como
mortas, duras ou dormentes (BRASIL, 2009; ISTA, 2016). A viabilidade das
sementes que absorveram agua e ndo germinaram foi confirmada pelo teste de
tetrazolio, considerando-se como dormentes aquelas que possuiam pelo menos
um embrido viavel (BRASIL, 2009). O método do teste de tetrazdlio e os
critérios para avaliacdo dos embrides estdo descritos a seguir, no
itemViabilidade e vigor de embriBes. Plantulas sem raiz priméaria ou com raiz
priméria danificada foram consideradas deformadas, assim como aquelas com
defeitos em outras estruturas essenciais. As avaliagcdes foram encerradas quando
ocorreu a estabilizacdo da germinacdo e foi possivel ter certeza na classificagao
das plantulas.

Além das porcentagens totais de cada tipo de plantula ou semente nao
germinada, foram calculadas também a porcentagem de plantulas anormais
(deformadas + infeccionadas) e a porcentagem de plantulas normais na primeira
contagem (21 dias).

Como as sementes de C. reshni sdo poliembridnicas, quando uma semente gerou
mais de uma plantula normal, apenas uma foi considerada para o calculo da
porcentagem de plantulas normais. Entretanto, a porcentagem de sementes com
mais de uma plantula normal (plantulas mdltiplas) e o ndmero médio de
plantulas normais por semente também foram determinados.

As medidas de germinacédo (coeficente de velocidade, tempo médio, coeficiente

de variacdo do tempo, incerteza e sincronia) foram determinadas de acordo com
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Ranal e Santana (2006), considerando as sementes germinadas quando
apresentaram a primeira plantula normal. Os célculos foram realizados com
auxilio de uma planilha-modelo proposta por Ranal et al. (2009).

Poliembrionia direta e contagem de embriGes

Concluido o tempo de armazenamento e apds a aclimatacdo por 24 horas em
ambiente a 20 °C, quatro repeticoes de 25 sementes de cada tratamento
(sementes ndo-dessecadas, € com conteldo de &gua de 25, 12 e 5%,
armazenadas a 6 + 2°C e com 5% a -20 + 2 °C), foram retiradas aleatoriamente
do recipiente de armazenamento e umedecidas entre papel a 25 °C por 24 horas
(AOSA; SCST, 2010).

Logo apos, retirou-se a dupla camada de tegumentos e os embriGes foram
dissecados com auxilio de um bisturi sob lupa com aumento de oito vezes. Os
embribes presentes em cada semente foram contados, medidos e classificadas
pelo comprimento em grandes ( > 7,0 mm), médios (entre 6,9 e 4,0 mm),
pequenos (entre 3,9 e 2,0 mm) e muito pequenos (< 2,0 mm). Os comprimentos
dos embrides foram medidos desde a ponta da radicula até a extremidade do
cotilédone maior.

Foram determinados o nimero médio de embribes por semente, 0 nimero médio
de embrides por tamanho (grande, médio, pequeno e muito pequeno) e a
frequéncia de sementes para cada morfotipo (ou seja, de acordo com o nimero
de embrides presente nas sementes). O numero médio e a porcentagem de

embrides de cada tamanho por morfotipo também foram calculados.

Viabilidade e vigor de embrides

Os embrides de cada dessas sementes dissecadas, como descrito no item 2.4.3,
foram mantidos juntos, sendo embebidos com solugdo de 0,5% de cloreto de
2,3,5-trifenil tetrazélio a 30°C e no escuro por quatro horas (BRASIL, 2009).
Em seguida, os embrides foram removidos da solugéo e lavados cuidadosamente

para avaliacdo da coloragdo. Foram considerados invidveis quando totalmente
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descoloridos ou quando apresentaram eixo hipocotilo-radicula descolorido ou
cotilédones com area igual ou maior que cinquenta por cento descolorida, ou
ainda, descoloridos em éareas préximas ao ponto de insercdo do eixo
embrionario. Os outros embrides (coloridos ou com apenas cotilédones com area
menor gue cinquenta por cento e distante do ponto de insercdo descolorida)
foram considerados vidveis (AOSA; SCST, 2010). Os embribes totalmente
coloridos e com tecidos firmes foram considerados viadveis-vigorosos (Figura 1).
Todos os tipos de embrides (inviaveis, vidveis e viaveis-vigorosos) foram
também classificados por tamanho. Determinou-se o nimero médio de embrides
viaveis e 0 nimero médio de embrifes vigorosos. Adicionalmente, 0 ndmero
médio de embrides viaveis e vigorosos de cada tamanho também foram
calculados.

Analise estatistica

Antes de se proceder as analises de variancias ANOVA, verificou-se a
normalidade dos residuos pelo teste de Shapiro-Wilk e a homocedasticidade pelo
teste de Levene. A ANOVA foi realizada apenas quando os dados da variavel
foram considerados normais e homocedasticos (p > 0,01).

Quando foram constatadas diferengas significativas pelo teste F na ANOVA (p <
0,05), as médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05). Toda a
analise estatistica foi realizada com o auxilio do programa R: Core Team (2016),
pacotes CAR (FOX; WEISBERG, 2011) e ExpDes.pt. (FERREIRA et al., 2013).
Um delineamento inteiramente casualizado em fatorial 4 x 2 foi utilizado para a
analise estatistica dos resultados da secagem e armazenamento a 6 + 2 °C. Nesse
modelo, quatro contetdos de agua (inicial, 25, 12, e 5%) foram combinados com
dois tempos de armazenamento (zero e trés meses). Note-se que o tempo de
armazenamento igual a zero refere-se a condicdo das sementes imediatamente
apo6s a secagem. Como a analise de varidncia mostrou que houve interacéo

significativa entre os entre os fatores, estdo sendo apresentados os
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desdobramentos de interesse, ou seja, fator contetdo de agua dentro do tempo de
armazenamento zero (efeito da secagem) e o desdobramento do tempo de
armazenamento dentro de cada contetdo de agua (efeito do armazenamento).
Para andlise das condi¢cdes de armazenamento, incluindo-se o congelamento,
constituiu-se um modelo em delineamento inteiramente casualizado com cinco
tratamentos correspondendo as condigbes testadas (sementes ndo-dessecadas e
sementes com contelido de agua de 25, 12 e 5%, armazenadas a 6 + 2 °C e com
5% a -20 + 2°C).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Conteudo de 4gua das sementes

As sementes frescas (ap6s processamento) apresentaram conteldo de agua de
36,9%, o qual foi proximo do conteudo de &gua das sementes antes do
processamento (36,6%) (Tabela 1). Embora ndo tenha havido mudancas
significativas no contetdo final de agua das sementes (diferenca = 0,3 pontos
percentuais, aumento de apenas 0,8%), ndo se pode afirmar que 0 processo de
fermentacéo, retirada de mucilagem e secagem superficial ndo tenha alterado a
condicdo fisioldgica das sementes.

Os contetdos de agua alcancados durante a secagem foram muito préximos das
umidades-alvo (Tabela 1). Durante o armazenamento as variagdes nos contetidos
de agua foram pequenas (diferenca < | 0,5 pontos percentuais | ), exceto para as
sementes frescas, que perderam &gua durante o armazenamento (reducao de 1,4
pontos percentuais).

Caracteristicas das sementes frescas

As sementes frescas mostraram germinagédo (plantulas normais) de 75% e tempo
médio de germinacgdo de 34,7 dias. A protrusdo radicular iniciou-se no décimo
dia e a formac&o de plantulas normais a partir dos 21 dias em algumas repeticoes

e 28 dias em outras. A finalizacdo do teste ocorreu entre 42 e 49 dias.



106

O conteudo de agua inicial das sementes observado neste trabalho diverge de
outros lotes de sementes de C. reshni utilizados por outros autores que possuiam
conteudo de agua entre 49 e 46% (MARTINS; SILVA, 2006; MARTINS et al.,
2007; GONCALVES et al., 2017). Sementes recém-colhidas de C. aurantium e
de outras trés espécies de Citrus apresentaram faixa de umidade semelhante,
entre 49 e 43% (KHAN et al., 2003). Por outro lado, Lambardi et al. (2004)
relatam contetdos de dgua de 33,0% para sementes de C. aurantium.

Nédo seria esperado que sementes extraidas de frutos maduros, colhidos na
mesma localidade e periodo do ano (setembro-outubro) apresentassem
conteudos de &gua diversos, como ocorreu com sementes de C. reshni colhidas
em 2014 (GONGCALVES et al., 2017) e as colhidas em 2016, ora estudadas.

A observacdo da ocorréncia de contetdos de agua diversos no momento da
colheita indica que os produtores dessas sementes ndo devem realizar a secagem
ap6s o processamento baseada em recomendacdes genéricas (por exemplo,
secagem por um dia & sombra). Uma vez que mudangas no contetdo de agua
inicial podem interferir no contetdo final e, consequentemente, na qualidade
fisiologica  (VILLEGAS-MONTER,; ANDRADE-RODRIGUEZ,  2005:
MARTINS; SILVA, 2006; MARTINS et al., 2007; GONCALVES et al., 2017),
é essencial determinar o conteido de agua especifico do lote de sementes antes
de realizar a secagem.

Toleréncia a dessecagéo

Mesmo ap0s a secagem até conteldo de agua de 5,5%, a germinagdo ndo foi
afetada, mantendo-se proxima a das sementes frescas (recém-colhidas), exceto
para as sementes dessecadas até o conteldo de &gua de 11,3%. Para estas, 0
resultado foi estatisticamente menor (57% de germinagdo) devido a maior
ocorréncia de anormalidades (41%) (Figuras 2A e 2B).

Tal reducdo da germinacdo em contetdo de &gua intermediério foi relatada por

Martins e Silva (2006) em sementes com conteudo de agua de 13%, porém junto
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com indicios de maior sensibilidade a dessecacdo, dado que houve decréscimo
de viabilidade também em sementes mais secas (10 e 7%). Por outro lado, ndo
foi observada em trabalhos que constataram tolerancia a dessecacdo em
sementes de C. reshni (VILLEGAS-MONTER; ANDRADE-RODRIGUEZ,
2005; GONCALVES et al., 2017).

Entretanto, Goncalves et al. (2017) relataram decréscimo da porcentagem de
sementes com multiplas plantulas normais apenas em sementes secadas (lenta ou
rapidamente) até conteldos de &gua intermediarios (15 e 10% b.u.), estando a
ndo reducdo da poliembrionia indireta nos baixos conteldos de &gua (5 e 3%
b.u) possivelmente associada ao estimulo da dessecacdo & germinacdo de
embrides zigbticos observado em sementes Citrus sinensis e C. aurantium por
Lambardi et al. (2004).

Consequentemente, pode-se especular que a menor porcentagem de plantulas
normais observada no presente trabalho apenas em sementes dessecadas até 12%
talvez esteja relacionada ao fato destas sementes serem poliembrionicas,
existindo em uma mesma semente embriGes em diversos estagios de
desenvolvimento, tamanhos e posi¢cdes dentro das sementes (MOREIRA et al.,
1947; KISHORE et al., 2012; RAJA et al., 2017) e diferentes origens genéticas
(LAMBARDI et al.,, 2004; ALEZA et al.,, 2010; KEPIRO; ROOSE, 2009;
CARUSO et al., 2014), que poderiam, assim, ser afetados de forma diferenciada
pela secagem.

Ressalte-se que a manutengdo da germinacéo inicial, mesmo apos a secagem até
5,5%, observada neste experimento, demonstrou que sementes de C. reshni ndo
sdo recalcitrantes, confirmando resultados anteriores (VILLEGAS-MONTER,;
ANDRADE-RODRIGUEZ, 2005; GONCALVES et al., 2017). Do mesmo
modo, nenhuma das medidas de germinagdo, nem mesmo a primeira contagem

de plantulas normais, foi afetada pela dessecacéao (Figuras 2C a 2H).
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Efeito do armazenamento

Os reflexos do armazenamento em temperatura de 6 = 2°C por trés meses
variaram de acordo com o conteldo de &gua das sementes antes do
armazenamento. Assim, a germinacdo (plantulas normais) de sementes com 0s
maiores contetdos de dgua (sementes frescas e com 24,2%) se manteve apés trés
meses (Figura 3A). Houve, contudo, elevacdo da germinacdo de sementes
armazenadas com 11,3% e um pequeno decréscimo em sementes com 5,5% de
contetido de &gua. O maior percentual de germinagéo de sementes com contetdo
de &gua de 11,3% esta relacionado a redugdo de anormalidades (Figuras 3A e
3B). O que talvez possa ser explicado pela perda de viabilidade de embrides que
foram danificados durante secagem, concomitante com superacdo de dorméncia
de outros embrides durante o armazenamento, pois Carvalho et al. (2002b)
observaram perda de dorméncia de embrifes de sementes citricas apos
armazenamento. Em sementes com 0s outros conteldos de agua avaliados, a
porcentagem de plantulas anormais ndo foi afetada pelo armazenamento (Figura
3B).

O armazenamento elevou a porcentagem de plantulas normais da primeira
contagem em sementes ndo dessecadas e diminuiu esta porcentagem em
sementes com 24,2% de contetido de dgua. Ndo houve alteracdo em sementes
mais secas (11,3 e 5,5% de contetdo de agua) (Figura 3C).

Em sementes frescas, o armazenamento aumentou o coeficiente de velocidade e
reduziu o tempo medio de germinacdo, enquanto que, em sementes com 11,3%,
ocorreu 0 oposto com relagdo ao tempo médio de germinacdo. Entretanto, essas
duas medidas de germinagdo ndo foram afetadas em sementes armazenadas com
24,2 e 5,5% de contetido de agua (Figuras 3D e 3E). Por outro lado, ndo houve
reducdo do coeficiente de variacdo do tempo de germinacdo de sementes
armazenadas Umidas (ndo dessecadas), maior variacdo ap0s 0 armazenamento

em sementes com contetdo de &gua intermediario (24,2 e 11,3%) e manutencéo
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desse coeficiente em sementes dessecadas até 5,5% antes do armazenamento
(Figura 3F).

Como esse coeficiente possibilita avaliar variabilidade da germinacdo em
relacdo ao tempo médio de germinacdo (RANAL; SANTANA, 2006), pode-se
afirmar que o armazenamento reduziu essa uniformidade em sementes com
conteddo de agua intermediario (11,3% b.u). Por outro lado, a uniformidade do
tempo de germinacdo em sementes ndo dessecadas ou muito secas nao foi
afetada. Em contraste, houve diminuigdo da incerteza e aumento da sincronia da
germinacdo apenas em sementes ndo dessecadas (Figuras 3G e 3H).

Esses resultados evidenciam que a germinagédo (plantulas normais) de sementes
de C. reshni dessecadas até 5,5% de contelido de agua foi reduzida (de 84% para
70%) apés trés meses de armazenamento. J& as sementes mais Umidas (ndo
dessecadas e 24,2% de conteldo de &gua), mantiveram a porcentagem de
plantulas normais estatisticamente igual a inicial (entre 85 e 84%). Além disso,
as sementes armazenadas com a umidade inicial (contetdo de agua de 36,9%) se
mostraram mais propicias a germinacdo apds o armazenamento, dado que
apresentaram maior porcentagem de plantulas normais na primeira contagem,
maior coeficiente de velocidade, menor tempo médio e maior sincronia na
germinagdo. Esta maior velocidade e uniformidade de germinagéo das sementes
armazenadas com umidade inicial talvez possa ser explicada pela ocorréncia de
eventos relacionados ao inicio da germinagdo (VERTUCCI; LEOPOLD, 1989;
BARBEDO et al., 2013; WALTERS, 2015), ja que as sementes estavam Umidas
e o efeito observado é semelhante ao esperando apds condicionamento
fisioldgico (priming) (MARCOS FILHO, 2015). Contudo, outras causas, além
do efeito do armazenamento ndo podem ser descartadas, pois a leve reducéo do
conteldo de agua ocorrida durante o armazenamento (o conteldo de agua
diminuiu de 36,9 para 35,5% ap0s trés meses) talvez possa ter contribuido para

esse comportamento. Para sementes de outras espécies, uma leve diminuicdo do
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contetido de &gua elevou a germinacdo (TOMPSETT; PRITCHARD, 1998;
KRANNER et al., 2006; DAWS et al., 2006), podendo esse efeito estar
relacionado a continuacdo da maturacdo de sementes (TOMPSETT;
PRITCHARD, 1998), ou, no caso de sementes poliembribnicas, & maturacao de
embrides.

E importante ressaltar que a melhor conservacio de sementes Gmidas de C.
reshni (conteddo de &gua de 36,9 e 24,2%) ja foi relatada em trabalhos
anteriores (FAWUSI et al., 1979; MARTINS et al., 2007), incluindo outras
espécies desse género (CARVALHO et al., 2002a; KAYA et al., 2017). Periodos
de armazenamento maiores que trés meses tornam esta efeito mais evidente
(CARVALHO et al., 2002a; MARTINS et al., 2007).

Adicionalmente, foi observado em pré-testes que sementes Umidas de C. reshni
(40 - 25% de contetdo de &gua) apresentaram 60% de germinagdo (plantulas
normais) apds armazenamento a 20 £ 2°C por nove meses. J& sementes
dessecadas até 5 ou 3% perderam totalmente a viabilidade (dados nao
apresentados).

Bewley et al. (2013a) comentaram que normalmente é muito dificil discernir
entre a tolerancia a dessecacdo e a longevidade no estado seco, uma vez que
estas duas propriedades estdo frequentemente associadas. Nesta perspectiva,
como a tolerancia a dessecagdo em C. reshni ndo resultou em melhor
conservagdo, pode-se sugerir que sementes desta espécie podem ser utilizadas
em estudos para entender e distinguir estes dois mecanismos.

Por outro lado, Walters (2015) argumenta que os efeitos especificos tanto do
dano por dessecacdo quanto pelo envelhecimento sdo semelhantes, assim como
0s respectivos mecanismos de protecdo (VERTUCCI; FARRANT, 1995;
WALTERS, 1998; BLACK et al.,, 2006; BERJAK; PAMMENTER, 2008;
KRANNER et al., 2010), e propde que a longevidade das sementes €, na

verdade, uma manifestacdo da tolerdncia & dessecacdo no decorrer do tempo.
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Neste modelo conceitual, a reducdo da germinagdo de sementes de C. reshni
ap6s o0 armazenamento com conteudo de &gua de 5,5% poderia ser uma
consequéncia das respostas celulares a dessecacdo ocorridas ao longo do
armazenamento. Um exemplo destes eventos celulares seria 0 "relaxamento”
durante o armazenamento da matriz vitrea protetora formada na dessecacgdo
(WALTERS, 2015).

Poliembrionia direta

O numero de embribes por sementes variou de um a sete, com porcentagem de
sementes com mais de um embrido igual a 75%. A maioria das sementes (57%)
possuia dois ou trés embriGes e, apenas 18% possuiam mais de trés embribes
(Figura 4A).

A porcentagem de poliembrionia observada é igual a relatada por Kishore et al.
(2012) mas inferior ao descrito por Andrade-Rodriguez et al. (2003) (entre 90 e
79%) e Soares Filho et al. (2014) (98%). Entretanto, estes ultimos autores
calcularam a poliembrionia em plantas submetidas a cruzamentos controlados.
Ademais, outros fatores podem influenciar a variacdo da porcentagem de
poliembrionia como cultivares, localidade, ano, tipo de polinizador, temperatura,
umidade relativa do ar e ocorréncia de ventos (SOARES FILHO et al., 1995;
ANDRADE-RODRIGUEZ et al., 2003).

Independente do morfotipo, a maioria das sementes possuia um ou dois
embrides grandes por semente (comprimento > 7,0 mm, Figura 4B). O nimero
de embrifes médios (comprimento entre 6,9 e 4,0 mm) variou de 0 a 1, sendo
gue a maioria das sementes ndo possuia esse tipo de embrido. Foi observado
também que o numero de embribes por sementes se elevou a medida que o
nimero de embrides pequenos e muito pequenos aumentou (Figura 3B). Assim,
guanto maior o nimero de embrifes, maior foi a porcentagem de embrides
pequenos (comprimento entre 3,9 e 2,0 mm) e muito pequenos (comprimento <

2,0 mm) existentes nas sementes (Figura 4C).
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Esses embrides pequenos e muito pequenos se localizavam principalmente junto
a regido micropilar e apresentavam coloracéo esverdeada, sendo esta coloragdo
mais intensa nos embribes menores. Além disso, mostravam-se mais frageis e
tenros. Tais observagdes concordam com Andrade-Rodriguez et al. (2003) que
constataram embrifes grandes com comprimentos entre 6 e 10mm e maioria dos
embrifes menores que 2mm, sendo esses Ultimos localizados principalmente na
regido micropilar (70% deles).

Verificou-se também que a maioria dos embrifes pequenos ou muito pequenos
estavam mortos e que quase nenhum deles, quando viavel, era vigoroso (Figura
4D). Do mesmo modo, Raja et al. (2017) observaram que, em sementes
poliembridnicas de Citrus hytrix, a maioria dos embriées menores néo foi corado
durante o teste de tetrazolio. Os poucos embrides muito pequenos viaveis foram
observados em sementes armazenadas com o conteudo de agua inicial (Figuras
5A e 5B). Em sementes armazenadas com contetdo de dgua mais baixo (5,5%)
ndo ocorreram embrides muito pequenos, ou mesmo pequenos, viaveis (Figuras
5C e 5D).

Conteldo de 4gua e temperaturas de armazenamento

Apobs 0 armazenamento em camara fria (6 £ 2°C), sementes mais Umidas (36,9 e
24,2% de conteudo de agua) conservaram-se melhor pois além de apresentarem
maior porcentagem de plantulas normais (entre 85,0 e 83,8%), mostraram maior
nimero de embrifes grandes vigorosos (> 7,0mm) por sementes. O numero
médio de plantulas normais por semente também evidenciou essa melhor
condicéo (Tabela 2).

Por outro lado, observando-se as medidas de germinagdo, pode-se constatar que
sementes ndo dessecadas (36,9%) se mostraram mais vigorosas que as sementes
com conteldo de dgua de 24,2%, dado que apresentaram menor tempo médio,

além de maior uniformidade no tempo e sincronia durante a germinacao.
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Ademais, 0 nimero de embriGes viaveis e de embrides vigorosos por semente
também foi maior nas sementes frescas (Tabela 2).

As sementes armazenadas com 11,3 e 5,5% de contelido de agua e armazenadas
em cdmara fria apresentam também boa germinacdo (entre 73,8 e 70,0% de
plantulas normais), embora menor que as das sementes com maiores conteldos
de &gua. Ja as sementes secas (5,5% de conteldo de agua) armazenadas a -20
+2°C tiveram a viabilidade reduzida em 50% durante os trés meses de
armazenamento, alcangando 42% de germinacéo ao final desse periodo (Tabela
2).

Outrossim, o nimero de plantulas normais por sementes foi intermediario para
sementes com 11,3 e 5,5% de conteldo de dgua armazenadas a 6 + 2°C,
enquanto que as armazenadas em temperatura subzero mostraram 0S menores
valores. Nestas Ultimas, a porcentagem de sementes com mdultiplas plantulas
normais foi nula, indicando que pode ter ocorrido morte de embrides nesta
condicdo de armazenamento (Tabela 2). Observa-se também que, independente
da temperatura de armazenamento, 0 nimero de embrides vigorosos por
sementes e 0 nimero de embrifes grandes viaveis foram menores nas sementes
com 5% de conteudo de agua.

Estes resultados apontam que a temperatura de 6 + 2°C é adequada para
conservar as sementes de C. reshni por até trés meses. Essa faixa de temperatura
tem sido utilizada com sucesso em outros trabalhos com sementes dessa espécie
(VILLEGAS-MONTER; ANDRADE RODRIGUEZ, 2005) e também para
outras espécies do género Citrus (HONG; ELLIS, 1996). Essa é também a faixa
de temperatura atualmente utilizada pelos produtores de sementes durante o
armazenamento em camara fria (FIORESE, 2014; GRAF, 2015), porém alguns
preferem temperaturas mais baixas, 4 £ 2°C (LIMA, 2014).

Neste experimento sdo também evidentes as indica¢bes de que as sementes mais

Umidas (36,9 e 24,2% de conteudo de &gua) se conservam melhor e mais
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vigorosas que as mais secas. Isso sugere que terdo maior longevidade no
armazenamento em camara fria. Entretanto, outros aspectos como ocorréncia de
fungos de armazenamento, tdo comum em sementes citricas (CARVALHO et
al., 2002a; SILVA et al., 2011; CARVALHO et al., 2013), podem reduzir este
potencial. Além disso, ao final do periodo de armazenamento foi observado que
2% das sementes com maior contelido de &gua (36,9%) apresentavam fungos na
superficie do tegumento externo. Dessa forma, torna-se importante refinar a
faixa de temperatura e contelido de agua mais adequados para 0 armazenamento
(com uso ou ndo de fungicidas), levando-se em conta periodos mais longos.

Por outro lado, semente secas (conteldo de agua <15%), podem tornar-se
sensiveis a danos por embebicdo (SACANDE et al., 2004). Essa sensibilidade
tem sido relacionada a coalescéncia de corpos lipidicos durante a hidratacéo
(HUANG, 1992; LEPRINCE et al., 1998). Em Citrus. suhuiensis, o pré-
umedecimento lento, a embebicdo em alta temperatura ou a imersdao em agua
quente evitaram estes danos (MAKEEN et al., 2007). Em contraste, o pré-
umedecimento de sementes C. reshni foi desfavoravel pois reduziu a germinagédo
de sementes recém-dessecadas até 5 e 3% de contetdo de agua (GONCALVES
et al., 2015), Contudo, ndo se pode descartar a possibilidade de neste presente
trabalho terem ocorrido danos por embebicdo em sementes C. reshni testadas
ap6s 0 armazenamento, pois normalmente a sensibilidade a este tipo de dano
eleva-se com a idade da semente, especialmente apds o armazenamento a baixas
temperaturas (SACANDE et al., 2001; SACANDE et al., 2004).

Efeitos negativos do armazenamento a -20 £2°C ocorrem também em outras
sementes ricas em lipideos como uma espécie de Cuphea carthagenesis
(CRANE et al., 2006), e espécies silvestres australianas do género Citrus
(HAMILTON et al., 2009), sendo que esse comportamento tem sido associado
com o estado conformacional dos lipideos e particularmente a cristalizacéo a -
18°C (CRANE et al., 2006).
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No presente estudo, durante a avaliacdo do teste de tetrazolio de sementes de C.
reshni armazenadas a — 20 + 2°C, constatou-se que a maior parte das areas
descoloridas ndo estava localizada nos eixos embrionarios, mas Ssim nos
cotilédones, sendo observados inclusive embrides com o eixo colorido e
cotilédones totalmente descoloridos (Figura 6). Como corpos lipidicos sdo
abundantes em cotilédones de sementes citricas (HAMILTON et al., 2007),
esses danos nos cotilédones podem estar relacionados a cristalizacdo de lipideos.
De acordo com Hamilton et al. (2009), a temperatura de inicio de fusdo dos
lipideos de sementes de Citrus australasica, C. inodora e C. garrawayi variou
entre -14 e -20°C e, por conseguinte, 0 armazenamento a longo prazo das
sementes dessas espécies a temperatura de -20°C ndo é aconselhavel,
recomendando-se que 0 armazenamento em bancos de germoplasma seja
realizado em nitrogénio liquido (HAMILTON et al., 2009). Assim sendo, essa é
provavelmente a melhor opcdo também para as sementes de C. reshni. Nessa
direcdo, a criopreservacdo de sementes e eixos embrionarios tem sido realizada
com sucesso em outras sementes citricas (LAMBARDI et al., 2004,
HAMILTON et al., 2009; KAYA et al., 2017).

Classificagdo do comportamento no armazenamento

Os resultados da secagem de sementes de C. reshni mostraram que elas foram
tolerantes a dessecacdo até 5% de contetudo de agua. Gongalves et al. (2017)
também constataram que essas sementes podem ser dessecadas até contetidos de
dgua mais baixos (3%) sem prejuizo imediato na germinacao.
Consequentemente, pode-se afirmar que as sementes de tangerina Cle6patra ndo
sdo recalcitrantes.

De acordo com o protocolo de Hong e Ellis (1996), quando as sementes séo
tolerantes & dessecacdo, a distingdo entre sementes ortodoxas ou intermediarias
deve ser feita por meio do armazenamento a -20°C por trés meses. Se a maioria

ou todas as sementes morrerem, trata-se provavelmente de sementes
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intermedidrias. Caso a maioria sobreviva, provavelmente trata-se de sementes
ortodoxas.

Dado que, apds armazenamento nessas condi¢bes, as sementes de C. reshni
tiveram a germinacdo reduzida em 50% (de 84% para 42% de plantulas
normais), nao se pode afirmar categoricamente que a maioria das sementes
perdeu a viabilidade. Consequentemente, ndo podem ser classificadas utilizando-
se o0 protocolo de Hong e Ellis (1996). Porém, como a diminui¢do da germinagéo
foi alta em um curto periodo de tempo, ha indicagdes de que 0 armazenamento a
longo prazo nessas condi¢Bes ndo é recomendado para esta espécie. Além disso,
essas sementes apresentaram a mais baixa sincronia de germinacdo, mostrando
gue durante o armazenamento houve queda do vigor das mesmas. Isso indica
que estas sementes sao provavelmente intermediéarias.

Adicionalmente, verifica-se que a porcentagem de sementes com multiplas
plantulas normais foi menor a -20 +2°C que nas outras condi¢Ges de
armazenamento. Alids, esta porcentagem foi nula, ou seja, ndo ocorreram
sementes com mais de uma plantula normal apds armazenamento em
temperatura negativa, o que também sugere a mesma classificacdo (Tabela 2).
As sementes ortodoxas além de tolerarem a dessecacdo na maturidade, mostram
maior longevidade quando armazenadas com baixo contetdo de dgua (HONG;
ELLIS, 1996; BEWLEY et al., 2013b; WALTERS, 2015). Desta forma, outra
indicacdo de que as sementes de tangerina CleGpatra provavelmente ndo sdo
ortodoxas, estd na constatacdo de que ap0s o0 armazenamento a 6 £ 2°C por trés,
ndo houve maior germinacdo em sementes com contetdo de agua de 5,5% do
gue em sementes com 11,3% de contelido de agua (Tabela 2). Além do mais, as
sementes com 5,5% de contelldo de &gua apresentaram menor nimero de
embrides grandes vidveis e menor nimero de embrides grandes vigorosos.

Por outro lado, ressalta-se que o conceito original de sementes ortodoxas utiliza

um modelo matematico que mostra uma relagcdo logaritmica negativa entre a



117

longevidade e o contetdo de agua, ou seja, observa-se aumento da longevidade
com a reducdo do contetdo de agua em uma dada temperatura (HONG; ELLIS,
1996; WALTERS, 2015). Entretanto, aplicacdo dessa relacdo matematica esta
limitada a determinada faixa de conteldo de agua (ROBERTS; ELLIS, 1989;
HONG; ELLIS, 1996; WALTERS, 2015). Acima desta faixa, cujo limite
superior situa-se, dependendo da espécie, entre 15 e 28% de conteudo de agua, a
longevidade das sementes no armazenamento hermético ndo é mais reduzida
com a elevacdo do contetdo de agua (ELLIS; ROBERTS, 1977; ROBERTS;
ELLIS, 1982; IBRAHIM; ROBERTS, 1983; TOMPSETT, 1986; ZEWDIE;
ELLIS, 1991; WALTERS, 2015). Por consequéncia, a maior viabilidade
observada nas sementes de C. reshni com alto conteldo de agua (> 24,2% b.u.)
(Tabela 2), ndo possibilita inferéncias sobre o comportamento pds-colheita de
sementes desta espécie.

Assim, o comportamento das sementes de C. reshni durante o armazenamento ¢
mais proximo das sementes classificadas como intermediarias, porém apenas
experimentos com armazenamento maior tempo de duragéo, especialmente em
temperaturas em torno de -20°C, poderdo confirmar esta classificacdo. Desta
forma, embora o protocolo proposto por Hong e Ellis (1986) seja (til e vantajoso
por ser relativamente rapido (armazenamento por apenas trés meses), apresenta
limitagOes, inclusive as relacionadas a esta vantagem. Além disso, embora a
classificagdo em uma das trés categorias de armazenamento seja importante para
gestdo de bancos de germoplasma, esta é uma classificagdo funcional, que ndo
abarca necessariamente toda a diversidade de comportamentos fisiologicos
existentes nas espécies e ecotipos de sementes existentes na natureza, dado que,
conforme ressaltado por Walters (2015), ndo considera o amplo espectro de
respostas das sementes ao estresse da dessecacdo e a sobrevivéncia em

condicdes anidras.
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CONCLUSOES

As sementes de C. reshni foram tolerantes a dessecacdo, podendo ser dessecadas
até 5,5% de contedo de &gua, sem alteracdo na porcentagem, velocidade e
uniformidade da germinacdo. Quando armazenadas com conteido de agua entre
36,9% (sementes frescas) e 5,5% a 6 + 2°C por trés meses, mantiveram-se com
germinacdo proxima a das sementes frescas. Nestas condi¢des, 0
armazenamento de sementes mais Umidas (36,9% e 24,2) foi mais vantajoso,
pois, além germinagdo mais elevada, apresentaram maior nimero de pléantulas
normais por sementes e mais embrides grandes vigorosos, destacando-se as
sementes armazenadas frescas pelo vigor (maior sincronia e menor tempo de
germinacdo e mais embrides vigorosos). Entretanto, sementes mais secas de
C.resnhi apresentaram pequena reducdo na germinacgdo apds armazenamento a 6
* 2°C e, adicionalmente, houve redugdo de 50% da porcentagem de plantulas
normais apds armazenamento a -20 + 2°C, o que revela um comportamento mais

préximo ao de sementes intermediarias.
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Tabela 1. Contetdo de agua (% base Umida) de sementes de tangerina Cledpatra
(Citrus reshni), antes e apds extracdo, secagem e armazenamento por trés meses.

Conteldo de agua (método da estufa 103 + 2°C)

Contetdo de

sgua-alvo Antes do Apobs Apdbs armazenamento por trés meses
processamento processamento 6+2°C -20 £ 2°C
Sem secagem
(Inicial) 36,6 36,9* 35,5 -
25 - 24,2 23,7 -
12 - 11,3 11,7 -
5 - 55 5,3 57

*Tratamento controle (sementes frescas), mantidas com contetdo de &gua obtido apds
processamento.



Tabela 2. Germinagéo, poliembrionia, viabilidade e vigor de embrifes de sementes de tangerina Cledpatra (Citrus reshni)
apds armazenamento por trés meses.

Condigéo de
armazenamento - Tempo  Coeficiente x x " .~ EmbriGes L
A Mdltiplas . P - . . Embrides Embrides Embribes Embrides Embrides
Conteldo Plantul_as plantulas Plantul_as med_lo d? de variagdo _Sincronia /semente  viaveis/ vigorosos/ grandes/ g_rgnd_e y grandes
de 4gua  Temperatura nOTMAIS hormais normais/ germinagdo - do tempo (%) semente  semente  semente viaveis/ vigorosos
A o (%) semente (dias) (%) semente
inicial (°C) (%) /semente
% b.u.)
36,9
(sem 6 +2 83,8a 21,3a 0,86a 26,25b 21,13c 0,44a 3,15a 2,25a 1,70a 1,15a 1,15a 1,10a
secagem)
24,2 6 +2 85,0a 28,8a 0,93a 37,33a 64,38b 0,25b 2,70a 1,25b 0,90b 1,15a 1,00a 0,80a
11,3 6 +2 73,8b 13,8a 0,71b 39,25a 82,78a 0,23b 2,85a 1,35b 0,75b 1,00a 1,00a 0,60b
5,5 6 +2 70,0b 20,0a 0,74b 38,02a 57,190 0,26b 2,00a 1,05b 0,50c 1,00a 0,75b 0,40b
5,5 202 42,0c 0,0b 0,42c 38,49 75,89 0,14c 2,05a 0,70b 0,35¢ 1,00a 0,55b 0,25b
CV (%) 11,44 43,77 13,86 5,48 17,74 22,08 25,56 25,95 31,65 20,38 24,79 44,71

CV= coeficiente de variacdo; b.u = base tmida. Médias seguidas de mesma letra nas colunas ndo séo significativamente diferentes
pelo teste de Scott-Knott (P < 0,5).

T€T
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Figura 1. Critérios para avaliacdo de embrifes de sementes de tangerina
Cledpatra (Citrus reshni), sendo embrides ndo viaveis (A, B, C, D), embribes
viaveis ndo vigorosos (E, F, G) e embrido viavel vigoroso (H).
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Figura 2. Germinacdo de sementes de tangerina Cledpatra (Citrus reshni) logo
apos secagem (tempo de armazenamento = 0). Médias seguidas da mesma letra,
em cada contetdo de &gua (% base Umida), ndo diferem estatisticamente de
acordo com o teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de significancia.
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Figura 3. Germinacdo de sementes de tangerina Cledpatra (Citrus reshni) antes e
apos armazenamento por trés meses a 6 + 2°C. Médias seguidas da mesma letra,
em cada conteudo de agua (b.u.= base umida), ndo diferem estatisticamente de
acordo com o teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de significancia.
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Figura 4. Poliembrionia de sementes de sementes de tangerina Cledpatra (Citrus
reshni) apds armazenamento por trés meses a 6 + 2°C em diversos contetdos de
agua e a -20 + 2°C com conteudo de agua de 5%. Dados referem-se a média de
todos os tratamentos.
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Figura 5. Sementes poliembridnicas de tangerina Cledpatra (Citrus reshni), apds
armazenamento por trés meses com conteudo de &gua inicial (A e B), mostrando
embriGes muito pequenos e vigorosos (A) e muito pequenos vidveis (B, 0
primeiro e o segundo da direita para esquerda) e inviaveis (B, o terceiro e o
quarto da direita para esquerda), e com 5% a 6 + 2°C (C) e a -20 + 2°C (D) por
trés meses, mostrando embrides pequenos e muito pequenos inviaveis.
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Figura 6.Embrides de sementes de tangerina Cledpatra (Citrus reshni) apds
armazenamento com conteudo de agua de 5% por trés meses a -20 = 2°C,
apresentando areas descoloridas nos cotilédones e eixos embrionarios coloridos
em embrides viaveis (A e B) e invidveis (C e D).
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VALIDAGAO DE METODOLOGIA PARA TESTES DE GERMINACAO
DE SEMENTES DE PORTA-ENXERTOS DE CITROS

MARIA IZABEL FURST GONCALVES", JOSE MARCIO ROCHA FARIA?,
DENISE GARCIA DE SANTANA, ANDERSON CLEITON JOSE?, OLIVIA
ALVINA OLIVEIRA TONETTI.

RESUMO - A germinagdo de sementes dos porta-enxertos tangerina Cledpatra
limdo-cravo, citrumelo e trifoliata é dificultada pela lentiddo, contaminacdo e
poliembrionia. Ndo ha metodologia descrita para teste de germinacdo destas
sementes nas regras para andlise brasileiras e ou em regras internacionais.
Assim, objetivou-se determinar as condi¢es Otimas para germinacdo das
sementes destes porta-enxertos, para desenvolver e validar métodos para teste de
germinacdo, além de descrever a germinagdo, estruturas essenciais e as
principais anormalidades das plantulas. Lotes com procedéncias e qualidades
diversas foram utilizados em experimentos que estudaram o efeito da luz,
temperatura e tratamentos pré-germinativos, também, para descrever a
germinacdo. Quando os resultados foram conclusivos, foram propostas
metodologia para testes de germinacdo. Realizaram-se ensaios interlaboratoriais
com sementes de tangerina Cle6patra e limdo-cravo, utilizando amostras de
sementes com qualidade alta, média e baixa para validar os métodos propostos.
Concluiu-se que: a) as sementes dos porta-enxertos tangerina Cledpatra, liméo-
cravo e citrumelo germinam melhor nas temperaturas de 25 e 30°C, com a
temperatura mais alta proporcionando germinacdo mais rapida de sementes de
limdo-cravo; b) as sementes destes trés porta-enxertos, assim como as de
trifoliata sdo fotoblasticas neutras; c¢) substratos muito Umidos (quantidade de

agua > que 73% da capacidade de retencdo do substrato) ndo sdo adequados,

! Doutora em Ciéncias Florestais. E-mail: izabelfurst@hotmail.com.
2 Doutor em Biologia de Sementes. E-mail: jmfaria@dcf.ufla.br.

% Doutor em Ciéncias Florestais. E-email: acjose@dcf.ufla.br.

* Doutora em Ciéncias Florestais. E-mail: oaotonetti@gmail.com
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para testes de germinacdo, em rolo do papel destas espécies, podendo provocar
mortalidade e aumentar o tempo de germinacdo de sementes de tangerina
Cledpatra; d) ndo é vantajoso realizar tratamento pré-germinativo das sementes
de tangerina Cléopatra, limdo-cravo, citrumelo e trifoliata, com hipoclorito 1%
por 15 minutos; €) a imersao de sementes de citrumelo em agua com umidade
inicial de 40°C foi favoravel, pois proporcionou maior porcentagem de plantulas
normais na primeira contagem e ndo provocou anormalidades; f) a germinacao
das sementes destes quatro porta-enxertos foi do tipo criptocotiledonar hipogeal
e as estruturas essenciais das plantulas sdo a raiz primdria, hipocétilo,
cotilédones, epicétilo, folhas primarias e gema apical; as anormalidades mais
frequentes sdo na raiz primaria. g) apenas a metodologia proposta, para os testes
de germinacdo de sementes do porta-enxerto limao-cravo, obteve bons
coeficientes de variacdo de repetitividade, reprodutibilidade e 6timo coeficiente
de variagdo de R&R e foi considerada validada para incorporacéo as regras para

analise.

Termos para indexacgdo: Citrus. reshni; Citrus.limonia; Poncirus trifoliata,

Citrus paradisi x Poncirus.trifoliata.

VALIDATION OF METHODOLOGY FOR GERMINATION TESTS OF
CITRUS ROOTSTOCKS SEEDS

ABSTRACT - The germination of the seeds rootstocks of Cleopatra mandarin,
rangpur lime, citrumelo and trifoliate are hampered by slowness, contamination
and polyembryony. There is no methodology described for the germination test
of these seeds in the rules for Brazilian analysis or in international ones. The
objective was to determine the optimal conditions for these rootstocks seed

germination, to develop and validate methods for germination testing, as well as
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to describe the germination, essential structures and main seedling
abnormalities. Provenances and diverse qualities lots were used in experiments
that studied the light effect, temperature and pre-germination treatments, also to
describe the germination. When the results were conclusive, a methodology for
germination tests was proposed. Interlaboratory tests were performed with seeds
of Cleopatra mandarin and rangpur lime using high, medium and low quality
seed samples to validate the proposed methods. We concluded that: a) these
seeds of the rootstocks Cleopatra mandarin, rangpur lime and citrumelo
germinate better at temperatures of 25 and 30 ° C, with the highest temperature
providing faster germination of rangpur lime seeds; b) the seeds of these three
rootstocks, as well as those of trifoliate, are neutral photoblasts; c) very wet
substrates (amount of water> 73% of the retention capacity of the substrate) are
not suitable for roll germination tests, which can cause mortality and increase
the germination time of Cleopatra mandarin seeds; d) it is not advantageous to
perform pre-germinative treatment of Cleopatra mandarin seeds, rangpur lime,
citrumelo and trifoliate, with hypochlorite 1% for 15 minutes; e) immersion of
citrumelo seeds in water with initial moisture of 40 ° C was favorable, as it
provided a higher percentage of normal seedlings in the first count and did not
cause abnormalities; f) these four rootstocks germination seeds were hypogeal
cryptocotiledonar type and the seedlings essential structures are the primary
root, hypocotyl, cotyledons, epicotyl, primary leaves and apical bud, with the
most frequent abnormalities are in the primary root. g) only the methodology
proposed for the seed germination tests of the rangpur lime rootstock had a good
repeatability, reproducibility variation coefficient and a good R & R variation
coefficient, and it was considered valid for incorporation to the rules for

analysis.

Index terms: Citrus. reshni; Citrus.limonia; Poncirus trifoliata, Citrus paradisi

X Poncirus.trifoliata.
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INTRODUCAO

A lei 10.7111 que estabelece o Sistema Nacional de Sementes e Mudas (Brasil,
2003), por meio da operacionalizagdo pelo Renasem (Registro Nacional de
Sementes e Mudas) e do RNC (Registro Nacional de Cultivares), representa um
marco no sistema de producdo de mudas no Brasil e provocou mudangas no
setor (Machado, 2012), especialmente no que diz respeito a exigéncia de plantas
matrizes certificadas.

Progressivamente, o setor citricola tem acolhido inovacdes, criando um novo
dinamismo, com producdo especializada e de alto rendimento (Baptistella,
2005). Muitos viveiristas tém se especializado na producdo de porta-enxertos,
investido na implantacéo de plantas matrizes destinadas & produgdo de sementes,
e também na comercializagdo. Tais sementes, originadas de matrizes
selecionadas e com certificacdo genética, tém sido muito valorizadas (R$150,00
a R$ 700,00 por quilo de semente), gerando a necessidade de regulamentagéo do
setor.

Os trabalhos de um grupo técnico, coordenado pelo Ministério da Agricultura,
Pecuadria e Abastecimento e composto por pesquisadores, citricultores,
viveiristas e produtores de sementes, resultaram na publicacdo da Instrucdo
Normativa 48 de 24 de setembro de 2013 que estabeleceu um padrdo minimo de
50% de germinacao ou viabilidade para comercializacao destas sementes (Brasil,
2013).

Por outro lado, a despeito da importancia da citricultura brasileira, pouco se
conhece sobre a germinacdo destas sementes e ndo existem métodos
padronizados para testes de germinacdo de sementes de porta-enxertos de citros
(géneros Citrus, Poncirus e Fortunella e seus hibridos) nas regras para analise

de sementes brasileiras e sequer nas regras internacionais (ISTA, 2014).
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Adicionalmente, a maioria das pesquisas sobre temperatura 6timas para a
germinagdo de sementes de porta-enxertos utilizados no Brasil tem se restringido
aos aspectos fisiologicos da germinacdo (Usberti, 1979; Rouse e Sherrod, 1996).
Entretanto, as temperaturas 6timas para germinacdo e o desenvolvimento de
plantulas de espécies citricas podem divergir (Soetisna et al., 1985).

Um teste de germinacgdo tem o objetivo de determinar o potencial maximo de um
lote de sementes com vistas a comercializacdo. Deve ser realizado em condi¢des
controladas e que possibilitem a germinagdo de forma répida e regular (Brasil,
2009; ISTA, 2014). Estas condicGes, consideradas 6timas, devem ser adequadas
para analise de qualquer lote de sementes da espécie, inclusive lotes de
qualidades distintas (alta, média e baixa) e gerar resultados robustos (Kataoka et
al., 2011). Tal robustez indica que os métodos podem ser reproduziveis,
comparaveis dentro de um mesmo laboratério (repetitividade) e entre
laboratérios (reprodutibilidade) e utilizados com seguranga nas tomadas de
decisdo relacionadas ao controle de qualidade interno, comercializagcdo e
fiscalizagéo da producdo.

Assim, a acuracia do método de avaliagdo da germinacdo é essencial para o
sucesso do monitoramento da qualidade das sementes (Soestisna et al., 1985) e
tem sido determinante para sementes do género Citrus e relacionados. Tais
sementes apresentam germinacdo lenta, com duracdo de 30-60 dias (Usberti,
1979; Chilembwe et al.,1992; Koller et al., 1993; Carvalho et al., 2002a; 2002b;
Martins et al., 2007; Dantas et al., 2010; Silva et al., 2011; Dias et al., 2012) e
frequentemente irregular (Soetisna et al., 1985).

Verificou-se também que testes de curta duracdo podem provocar erros (King et
al., 1981; Hong et al., 1996), pois a velocidade de germinagdo foi mais lenta em
sementes citricas com contetddo de agua inferior a 22% (King e Roberts, 1980).

Danos por embebicdo também resultam em aparente sensibilidade a dessecacéo,
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podem ocorrer em testes de laboratorio (Ellis et al., 1990), e foram constatados
em sementes de Citrus sushiensis (Makeen et al., 2006).

Além destes desafios, na literatura sobre este assunto existem indicios de que
tém acontecido problemas na avaliacdo da germinacdo das sementes citricas em
laboratdrio, como alta ocorréncia de fungos e resultados de germinacdo em rolo
de papel muito mais baixos do que os de emergéncia em areia. Por vezes, como
observado por Carvalho et al. (2002b), a germinacdo chega a ser até 21 pontos
percentuais menor que a emergéncia.

Para se garantir que os resultados dos testes de germinacao se repitam dentro de
um mesmo laboratério e em outros laboratorios é essencial que sejam
estabelecidos critérios para classificagdo das plantulas como normais ou
anormais, tornando a avaliagdo menos subjetiva (Lobo et al., 2014). Entretanto,
ndo foram ainda estabelecidos critérios para espécies dos géneros Citrus,
Poncirus e Fortunella (Brasil, 2009; AOSA, 2012; ISTA, 2013; 2014).

A morfologia e anatomia das plantulas de espécies utilizadas como porta-
enxertos no Brasil ndo foram ainda descritas. Pouco se conhece também sobre as
anormalidades da parte aérea. Nem mesmo os danos no sistema radicular, tdo
importantes nos porta-enxertos, foram caracterizados. Contudo, ha relatos de
ocorréncia de diversos tipos de defeitos, como raizes retorcidas e albinismo
(Ryan, 1958; Laranjeira et al., 2005).

A validagdo é um processo que deve ser desenvolvido em etapas: 1) selegdo e
desenvolvimento do método, 2) validacdo por meio de testes comparativos, 3)
revisdo dos resultados dos testes comparativos e 4) preparacdo de um relatério
final (ISTA, 2007). O objetivo da primeira etapa é conhecer as condi¢fes 6timas
para germinacdo das sementes destas espécies, nas quais o potencial maximo de
um lote de sementes possa ser determinado em laboratério. A interacdo entre o
desenvolvimento e a avaliacdo deve ser continua, até que o método seja

considerado adequado (ISTA, 2007). Devido & recente constatacdo de que a
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ocorréncia de fungos durante os testes de germinacéo pode ser a principal causa
dos problemas de repetitividade e reprodutibilidade durante uma validagéo
(Brandéo, 2013), o desenvolvimento e escolha do método devem considerar 0s
fatores que afetam esta ocorréncia.

Em uma segunda fase, o objetivo é avaliar o método através de ensaio
interlaboratorial com amostras com pelo menos trés niveis distintos de qualidade
(ISTA, 2007). Utiliza-se conceitos de metrologia para verificar se 0 método foi
capaz de distinguir entre os diferentes lotes e se apresentou repetitividade e
reprodutibilidade aceitaveis (ISTA, 2007; Kataoka et al., 2011).

De acordo com normas internacionais, a repetitividade e reprodutibilidade séo
expressas em desvio padrdo (ISO, 1994) e, segundo a ISTA (2007), obtidos por
lote. Assim, € realizada uma ANOVA com apenas um fator (laboratério) para
cada lote, sendo os quadrados médios destas analises de variancia utilizados para
estimar as variancias de repetitividade e reprodutibilidade especificos por lote.
Entretanto, nenhuma destas referéncias estabelece critérios objetivos para
considerar um método validado. Desta forma, Branddo (2013) estudou as
variacOes absolutas e relativas da repetitividade e reprodutibilidade por lotes e
propos faixas de classificacdo dos coeficientes de variagdo destas variaveis na
analise destes ensaios.

Existe ainda uma proposta de avaliacdo da precisdo, acuracia e exatiddo de
metodologias de testes de germinacdo, pela analise de variancia com dois fatores
(lotes e laborat6rios), argumentando-se que a exigéncia de envio aos laboratorios
de lotes com qualidades distintas caracteriza este modelo fatorial (Brandao,
2013). Esta também tem sida a ferramenta estatistica recomendada para estimar
a repetitividade e reprodutibilidade para validagdo de métodos bioanaliticos pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2012). Neste caso, 0s

quadrados médios sdo utilizados para estimar as variancias de repetitividade e a
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reprodutibilidade, sendo a variancia de repetitividade e reprodutibilidade (R&R)
obtida pela soma destas duas variancias.

Assim, objetivou-se conhecer as condi¢bes 6timas para germinacdo das
sementes dos porta-enxertos tangerina Cledpatra (Citrus reshni hort ex. Tanaka),
liméo-cravo (Citrus limonia Osbeck), citrumelo (Citrus paradisi Macfadyen x
Poncirus trifoliata (L.) Raf) e trifoliata (Poncirus trifoliata [L] Raf.) para
desenvolver e validar metodologia para teste de germinacdo; descrever a

germinac&o e as estruturas essenciais das plantulas destes porta-enxertos.

MATERIAL E METODOS

A validagdo da metodologia do teste de germinacdo para as sementes dos porta-
enxertos tangerina Cledpatra, limdo-cravo, citrumelo e trifoliata foi realizada em
trés etapas: 1) desenvolvimento do método; 2) descricdo da germinagdo ¢ das
plantulas com estabelecimento das estruturas essenciais e critérios especificos
avaliagdo de plantulas e 3) realizacdo de ensaio interlaboratorial para avaliagdo

metrologica dos métodos.

Desenvolvimento de métodos para andlise da germinacio de sementes de

Citrus

M¢étodos para teste de germinagdo em laboratorio descritos na literatura para
espécies de citros foram aprimorados para sementes dos porta-enxertos de citros:
limao-cravo (C. limonia), citrumelo (C. paradisi x P. trifoliata), Irifoliata (P) e
tangerina Cleopatra (C. reshni).

Utilizou-se lotes de diferentes procedéncias e qualidades fisiologicas, a maioria
adquirida de produtores dessas sementes. Tais lotes foram caracterizados pelo
contetido de agua, peso de mil sementes e germinagdo, e armazenados em

camara fria a 6 = 2 °C, em embalagens plasticas, até sua utilizagao.
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Determinou-se o contetido de agua das sementes pelo método da estufa a 103 +
2°C por 17 horas (ISTA, 2014), utilizando-se 5 repeti¢cdes de 5 sementes (Hong
e Ellis, 1996). O peso de mil sementes foi estimado pela média de oito
repeticoes de 100 sementes ou de 16 repeticdes, quando o coeficiente de
variacdo entre as oito primeiras repeti¢oes foi maior que 4,0. Nesta ultima
situacdo, foram descartadas repetigdes que divergiam da média mais que duas
vezes o desvio padrao (ISTA, 2014).

Durante os testes de germinagdo desta etapa, foram consideradas germinadas as
sementes que produziram pelo menos uma plantula normal, com as estruturas
essenciais bem desenvolvidas ou com pequenos defeitos (critério tecnolégico).
Ao final dos testes, classificou-se as sementes ndo germinadas como dormentes,
duras e mortas. Sementes embebidas e firmes foram submetidas ao teste de
tetrazélio (Brasil, 2009) e, quando viaveis (AOSA, 2010), consideradas
dormentes (Brasil, 2009; ISTA, 2014). Foram realizados experimentos distintos

para cada porta-enxerto, conforme descrito nos itens abaixo.
Umidade do substrato

A faixa de umidade 6tima para cada espécie foi determinada por pré-testes. Para
complementar, realizou-se um experimento com a espécie C. reshni em
delineamento inteiramente casualizado (DIC) em esquema fatorial duplo:
quantidade de agua para umedecimento do substrato (3,0; 2,5; 2,0; 1,7 ¢ 1,4
vezes o peso do papel seco) e lotes (4 lotes de procedéncia e qualidade diversas),
com parcelas de 25 sementes e quatro repeticoes em rolo de papel,
acondicionadas em saco plastico. Procedeu-se a germinagdo em BOD, a
temperatura de 30°C, sob luz continua. Os lotes selecionados para este
experimento foram os lotes A, B, C e D de tangerina Cleopatra, caracterizados

na Tabela 1.
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Foram empregadas quatro folhas de papel por rolo, sendo duas embaixo e duas
em cima das sementes. O peso das folhas de papel germitest utilizadas neste
experimento variou de 6,07g a 6,29 g, com peso médio igual a 6,21g. A
capacidade de retencdo média dessas folhas, determinada de acordo com ISTA

(2013), foi de 273,0% do seu peso seco.
Necessidade de luz para germinacéao

Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado
(DIC) em esquema fatorial duplo: luz (luz constante, 8 horas de luz e auséncia) e
lotes, com quatro repeticdes de 25 sementes. O nimero de lotes variou com a
espécie, pois dependeu da disponibilidade para aquisicdo. No experimento com
sementes de tangerina Cleopatra foram utilizados quatro lotes (E, F, G e H), seis
lotes no experimento com citrumelo (A, B, C, D, E ¢ F), trés no de limdo-cravo
(A, B e C) e trés no de trifoliata (A, B e C). Estes lotes estdo caracterizados na
Tabela 1. A germinagdo foi realizada em BOD, a temperatura constante de 30°C,
em rolo de papel. A auséncia de luz foi obtida pelo envolvimento dos rolos com

duas folhas de papel aluminio.
Determinacio da temperatura 6tima para germinacio

Os experimentos foram conduzidos em esquema fatorial duplo: temperatura (25,
30 e 35°C), e lotes, com parcelas de 25 sementes e quatro repeti¢des. Para os
experimentos com sementes de tangerina Cledpatra foram utilizados quatro lotes
(E, F, G e H), seis para citrumelo (A, B, C, D, E e F), trés para limao-cravo (A,
B e C) e trés para trifoliata (A, B e C). Devido a ocorréncia de dorméncia em
pré-testes, a germinacdo de sementes de trifoliata foi testada também em
temperatura alternada 20-30°C, com oito horas na temperatura mais alta em
presenca de luz. Para as temperaturas constantes, utilizou-se luz continua.

Com o objetivo de refinar os resultados, foi realizado outro experimento com

sementes de limdo-cravo, no mesmo esquema, porém utilizando apenas as
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temperaturas de 25 e 30°C. Foram utilizados quatro lotes neste ultimo
experimento (D, E, F e G), que estdo caracterizados na Tabela 1. Procedeu-se os

experimentos em BOD, em rolo de papel, acondicionados em sacos plésticos.
Tratamentos pré-germinativos

Conduziu-se estes experimentos em delineamento inteiramente casualizado, em
esquema fatorial duplo: tratamentos pré-germinativos (controle, hipoclorito de
sodio e imersdo em agua quente) e lotes, com parcelas de 25 sementes e quatro
repeticbes em rolo de papel, acondicionados em sacos plasticos. Foram usados
cinco lotes no experimento com sementes de tangerina Cleépatra (E, F, G, H e
1), dois para o de limado-cravo (H e I), seis para citrumelo (A, B, C,D,EeF) e
trés para trifoliata (A, B e C). Tais lotes estdo caracterizados na Tabela 1.
Utilizou-se a temperatura de 30°C constante e luz continua em BOD. O
tratamento térmico foi realizado com imersdo em agua quente por quatro horas,
com temperatura inicial da agua de 60°C para sementes de limdo-cravo e
tangerina Cledpatra e de 40°C para sementes de citrumelo. A escolha das
temperaturas baseou-se nos resultados de Pereira et al. (2015) e Gongalves et al.
(2015). Este tratamento n&o foi realizado em sementes de trifoliata.

Procedeu-se o tratamento com hipoclorito de s6dio 1% por 10 minutos (utilizado
por Carvalho et al., 2013 e selecionado em pré-testes). Em seguida, as sementes
foram lavadas em agua corrente por cinco minutos, imersas em agua por 10
minutos, colocadas em papel absorvente para secagem da agua superficial e
entdo semeadas.

Andlise estatistica

Antes de proceder a analise de variancia dos experimentos descritos nos itens
2.1.1a 2.1.4, verificou-se a normalidade dos residuos pelo teste de Shapiro-Wilk
e a homocedasticidade pelo teste de Levene. A andlise de variancia (ANOVA)

foi realizada apenas quando os dados da variavel foram considerados normais e
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homocedasticos (P > 0,01). Variaveis que ndo atenderam estas pressuposi¢des
nao foram analisadas.

Quando foram constatadas diferencas significativas pelo teste F na ANOVA (P
< 0,05), as médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott (P < 0,05). Toda
a andlise estatistica foi realizada com o auxilio do programa R (R Core Team,
2016), pacotes car (Fox e Weisberg, 2011) e ExpDes.pt (Ferreira et al., 2013).
Descricio da germinacio e das plantulas

O processo de germinacdo e desenvolvimento de plantulas foi descrito durante
os pré-testes e experimentos realizados para desenvolvimento do método,
definindo-se a morfo-classificacdo (Garwood, 1996) e as estruturas essenciais
dos porta-enxertos estudados. As plantulas anormais foram descritas, sendo
analisada a necessidade de estabelecer orientagdes especificas, além dos critérios
gerais estabelecidos (Brasil, 2009; ISTA, 2013; 2014), para padronizagdo da
avaliagd@o de plantulas durante o teste de germinagao. Quando ocorreram duvidas
quanto a alguma anormalidade, realizou-se testes em areia, pois este substrato ¢
recomendado pelas regras para analise em caso de incerteza na classificagdo
(Brasil, 2009; ISTA, 2014).

Para refinar a caracterizacdo morfo-anatdmica das plantulas normais, foram
semeadas 100 sementes de tangerina Cledpatra (50 sementes do lote A ¢ 50 do
lote C) em rolo de papel, na temperatura de 30°C Quando as estruturas
essenciais das plantulas puderam ser observadas, 10 plantulas de cada lote foram
fixadas em FAA 50 (Johansen, 1940), conservadas em alcool etilico a 70% e
utilizadas para estudar sua anatomia. Amostras com cerca de 0,5 cm de
comprimento da raiz e do epicotilo (apice e estrutura primaria e secundaria) das
plantulas normais foram desidratadas em série etilica e incluidas em resina do
tipo metacrilato (Historesina Leica®) seguindo o protocolo do fabricante.
Seccionou-se 0s materiais em microtomo rotativo transversalmente com cerca de

4 pum de espessura. Os cortes foram posteriormente corados com azul de
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toluidina (O’Brien et al., 1964) e montados em verniz vitral incolor 500
Acrilex® (Paiva et al., 2006).

Algumas plantulas com estrutura atipica, que geravam duvida quanto a
classificacdo, também foram fixadas, incluidas e seccionadas transversal e
longitudinalmente, sendo a estrutura anatdmica atipica comparada com a
anatomia das plantulas normais.

Ensaios interlaboratoriais

Nesta etapa, foi realizada a escolha dos métodos para teste de germinagdo que
seriam validados, selecdo dos lotes, identificacdo de laboratérios participantes,
preparo das amostras e envio do material. Ao final, procedeu-se a analise
estatistica.

Escolha dos métodos para ensaio multilaboratorial

A escolha do método para teste de germinagdo foi realizada para cada uma das
espécies separadamente, utilizando-se os resultados dos experimentos descritos
nos itens 2.1.1 a 2.1.4. Quando esses experimentos indicavam mais de uma
opecao viavel, optou-se pelo método menos trabalhoso ou ainda o mais promissor
de acordo com as anota¢Ges realizadas durante os experimentos. O nimero de
dias para a primeira contagem foi determinado de acordo com o tempo
necessario para obter-se de 40 a 50% da germinagdo final dos lotes de maior
vigor. O tempo de contagem final foi definido pela estabilizagdo da germinagéo
da maioria dos lotes com qualidade mediana a baixa.

Os protocolos foram elaborados utilizando-se o formato do Quadro 5.1 da
Regras para Andlise de Sementes em vigor (Brasil, 2009). Em caso de
experimentos nao-conclusivos, os protocolos nao foram elaborados.

Selecio de lotes

Foram selecionados lotes para realizacdo de ensaios interlaboratoriais com

sementes de tangerina Cledpatra e de limdo-cravo.
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Escolha dos lotes de tangerina Cledpatra

A germinagdo em rolo de papel (4 x 25 sementes) de cinco lotes de tangerina
Cleopatra disponiveis foi utilizada para selecionar trés lotes de qualidades
diversas. O lote que apresentou maior germinag¢do foi considerado de alta
qualidade (85%), e o de menor germinagdo (48%), de baixa qualidade. Foi
escolhido para representar qualidade intermedidria, um lote com germinacao de
70%, ou seja, acima do padrdo da espécie (50% de germinacdo ou viabilidade) e
ao mesmo tempo estatisticamente diferente do lote de maior qualidade.

Escolha dos lotes de limao-cravo

Dos dez lotes de limao-cravo disponiveis, seis foram escolhidos para realizagdo
dos testes de germinacdo em rolo de papel (4 x 25 sementes). Estes resultados
foram utilizados para selecionar os trés lotes de qualidades diversas. O lote que
apresentou maior germinagao (86%) foi considerado de alta qualidade ¢ o de
menor germinagdo (30%), de baixa qualidade. O lote de qualidade intermediaria
mostrou germinagdo de 64%, ou seja, acima do padrao da espécie € a0 mesmo
tempo estatisticamente diferente do lote de maior qualidade.

Identificaciao dos laboratodrios participantes

Para os ensaios interlaboratoriais, foram convidados a participar 16 laboratorios
(todos os laboratorios oficiais do Ministério da Agricultura, alguns laboratorios
credenciados no Renasem nas regides sudeste e sul e um laboratorio de
pesquisa). Entre estes, nove laboratorios tiveram disponibilidade e interesse em
colaborar no ensaio com sementes de tangerina Cleopatra (cinco laboratorios
oficiais e quatro credenciados) e dez participaram do ensaio com sementes de
limao-cravo (cinco laboratérios oficiais, quatro credenciados e o laboratério de
pesquisa). O laboratorio de pesquisa ndo era credenciado no Renasem, mas que

possuia experiéncia em germinacdo de sementes desses porta-enxertos.
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Preparo e envio das amostras

Os lotes selecionados foram homogeneizados ¢ divididos com o auxilio de um
divisor de solos com 18 canaletas, obtendo-se as amostras necessarias para envio
aos laboratorios e realizacdo do ensaio pela organizadora (pesquisadora
responsavel pelo desenvolvimento do método e preparo das amostras). Foram
obtidas 15 subamostras com peso entre 33 e 34g de cada lote para o ensaio de
tangerina Cledpatra e 12 subamostras com peso entre 34 e 36 g de cada lote para
o ensaio interlaboratorial com semente de limdo-cravo. Cada subamostra foi
imediatamente acondicionada em dois sacos de papel e um saco plastico
fechados com auxilio de um grampeador para evitar a dessecagao das sementes.
As subamostras foram acondicionadas em caixas de isopor juntamente com os
sacos plasticos e os atilhos de borracha necessarios para a condugao dos testes e
enviadas pelo correio (Sedex) para os laboratorios participantes. No ensaio com
tangerina Cleopatra, foram enviadas duas subamostras de cada lote para os trés
laboratorios que realizariam as analises com 400 sementes e para outros, uma
subamostra de cada lote. As trés subamostras restantes, destinadas ao controle da
organizadora do ensaio, foram também acondicionadas em caixa de isopor, ¢
mantidas a temperatura ambiente por sete dias (periodo de tempo entre o envio
por Sedex e o recebimento das amostras por todos os laboratorios participantes).
No ensaio com limdo-cravo, como todos os laboratorios realizaram os testes com
400 sementes, as subamostras foram preparadas para possuir no minimo esta
quantidade de sementes, sendo enviada uma subamostra para cada laboratorio.
As subamostras restantes também foram acondicionadas em caixa de isopor e
mantidas pelo mesmo periodo do ensaio com tangerina Cledpatra.

As instru¢cdes de montagem dos testes (inclusive esquema de agrupamento
aleatorios dos rolos no teste de germinacao), a ficha de analise e os critérios de
avalia¢do de plantulas foram enviados aos laboratérios por e-mail, para que os

laboratorios pudessem se preparar para a montagem do ensaio.
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Enquanto os laboratorios realizavam os ensaios, a organizadora também
conduziu os mesmos testes (400 sementes de cada lote), com o mesmo método,
para obter o valor de referéncia. Para confirmar estes resultados, foram
conduzidos testes de germinacdo em areia com as mesmas amostras (200
sementes de cada lote). Nestes testes foram utilizadas as subamostras mantidas
em caixa de isopor em temperatura ambiente por sete dias.

Andlise estatistica

As fichas de analises com os resultados dos laboratérios foram analisadas,
considerando-se especialmente as anota¢Ges sobre a montagem e os problemas
na conducdo dos testes. Quando foi constatada conducdo diferente do método
proposto, os resultados desses laboratorios ndo foram utilizados. Antes de
proceder as andlises estatisticas, as repeticbes de 25 sementes (rolo) de cada
laboratério foram agrupadas de quatro em quatro, de forma a obter repeticdes de
100 sementes de cada lote, dentro de cada laboratorio, como usualmente é
realizado em testes de germinacdo (RAS, 2009).

Para deteccdo dos valores discrepantes (outliers) foram utilizados o método de
Hampel (1985) e o método gréfico de Box-plot. Em seguida, verificou-se se o
conjunto de dados de cada amostra separadamente e, também o conjunto com
todos os dados agrupados (resultados de todas amostras e todos laborat6rios),
atendiam as pressuposi¢cfes de normalidade dos residuos (Teste de Shapiro-
Wilk, P > 0,01) e homogeneidade de variancias (Teste de Levene, P > 0,01). As
analises de variancia (ANOVA) com um fator (laboratério) para cada uma das
amostras e ainda uma ANOVA com dois fatores (lote versus laboratorio,
utilizando-se o conjunto de todos os dados), foram realizadas apenas quando as
pressuposi¢des foram atendidas.

Para obter as estimativas de repetitividade, variancia entre laborat6rios e
reprodutibilidade como indicado pela ISTA (2007), ou seja, de acordo com a
ISO 5725-2 (1SO, 1994), foram utilizados os quadrados médios das ANOVAs
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com um fator para cada lote (Branddo, 2013). Os coeficientes de variacdo de
repetitividade e reprodutibilidade também foram determinados e classificados
como 6timo, bom, regular ou ruim (Brandéo, 2013).
Foi realizada também a andlise estatistica, utilizando a ANOVA com dois
fatores. Quando ndo houve interacdo significativa entre fatores e o efeito de lotes
foi significativo pelo teste F a 0,01 de significancia, obteve-se as variancias de
repetitividade, reprodutibilidade e R&R como proposto por Brandao (2013).
Calculou-se também a contribui¢do de cada um dos trés tipos de variancia para a
variancia total do experimento. Além disso, os coeficientes de variacdo foram
obtidos e o coeficiente de variagdo de R&R classificado em 6timo, bom, regular
ou ruim (Brandéo, 2013).
Além das estimativas acima, foi realizada também uma comparacdo dos
resultados dos laboratérios com os resultados da organizadora (Referéncia),
utilizando-se a Tabela 18.11 das Regras para Analises de Sementes (Brasil,
2009).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Primeiramente serdo apresentados os resultados dos experimentos realizados
para desenvolvimento da metodologia para teste de germinacdo, depois a
descricdo da germinacdo e plantulas e os resultados dos ensaios

interlaboratoriais.
Desenvolvimento do método

Os experimentos que tiveram um mesmo objetivo foram agrupados, sendo 0s
resultados para todas as espécies estudadas apresentados conjuntamente. Ao

final de cada grupo de experimentos, as respostas sao discutidas.

Quantidade de a4gua no substrato
Pré-testes realizados com as sementes de tangerina Cledpatra, lim&o-cravo,

citrumelo e trifoliata indicaram que quando o papel de germinacdo foi
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umedecido com quantidade de agua igual ou menor a 2,0 vezes 0 Seu peso seco,
a condicdo dos testes foi mais adequada, com menor ocorréncia de fungos e
infeccdo secundaria e menor coeficiente de variacao entre as repeticdes.

Além disso, a primeira contagem de germinacdo de varios lotes foi maior
guando foi utilizada menor quantidade de agua. Contudo, em germinagdo de
citrumelo e trifoliata, quando a quantidade de &gua no substrato foi menor que
1,7 vez, foi observado maior porcentagem de plantulas com o epicétilo preso
dentro dos cotilédones. Para as outras espécies, o limite inferior da quantidade
de &gua situa-se na quantidade minima que possibilite 0 umedecimento do papel
com uniformidade.

O experimento com tangerina Cledpatra mostrou que o efeito da quantidade de
agua utilizada para umedecimento do papel na germinacéo interagiu com o fator
lote, para as variaveis plantulas normais, primeira contagem de plantulas
normais e sementes mortas. JA o efeito nas medidas de germinagdo ocorreu
independente dos lotes (Tabela 2). A interagcdo entre os fatores quantidade de
agua versus lote obtido para sementes de tangerina Cledpatra mostra que o efeito
da umidade do substrato na porcentagem de plantulas normais depende da
condicdo da semente. Esta constatacdo fornece uma possivel explicacdo para o
maior coeficiente de variacdo observado nos pré-testes com substratos mais
Umidos realizados com outras espécies citricas.

A porcentagem de plantulas normais foi menor com maiores quantidades de
agua (3 e 2,5 vezes) para o lote C, enquanto que para o lote A s6 houve reducéo
da germinacdo com quantidade de &gua equivalente a 3,0 vezes o peso substrato
seco, e para o lote B, apenas para quantidade de 4gua de 2,5 vezes. Em contraste,
a germinacdo do lote D ndo foi influenciada pela quantidade de agua (Tabela 2).
Para o lote C, a maior reducdo da germinacdo com substratos mais umedecidos
parece estar relacionada & maior porcentagem de sementes mortas em

germinagdo com maior quantidade de agua (Tabela 2). As causas da redugéo da
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germinagdo nos lotes A e B ndo estdo claras, mas possivelmente estéo
relacionadas a maior porcentagem de sementes mortas somada a maior
porcentagem de plantulas anormais (deformadas + infeccionadas), ja que a
porcentagem de sementes dormentes foi insignificante (menor que 1,0%) e ndo
ocorreram sementes duras.

Observa-se também que, para os lotes A, B e C, a porcentagem de plantulas
normais na primeira contagem (14 dias) foi maior no tratamento com menor
guantidade de agua, sendo que no lote B isso ocorreu também quando o
substrato foi umedecido com quantidade de dgua equivalente a 1,7 vez o peso do
substrato seco. Esta ultima condicdo proporcionou porcentagens intermediarias
para os lotes A e B. Para o lote D, a primeira contagem foi a mesma,
independentemente da quantidade de agua (Tabela 2).

Com relacao as medidas de germinagcdo, foi constatado que para todos os lotes, 0
tempo médio de germinacédo foi menor quando foi utilizada menor quantidade de
agua (equivalente a 1,4 vez o peso do substrato) e intermediario para as
quantidades de agua intermediarias (1,7 e 2,0 vezes). O inverso ocorreu com 0
coeficiente de velocidade de germinacdo. Em contraste, a sincronia da
germinacdo ndo foi afetada pela quantidade de agua no substrato (Tabela 2).

O efeito negativo das maiores quantidades de agua no substrato pode estar
relacionado com a maior producdo de mucilagem, pois foi observado que, de
uma forma geral, as sementes colocadas para embeber em substratos mais
Umidos produziam uma camada mais espessa de mucilagem apds 24/48 horas de
embebicdo. Tal producdo de mucilagem foi mais evidente em sementes do lote
C.

O aumento do tempo de germinagdo em substratos Umidos pode estar
relacionado a ocorréncia de impermeabilidade a gases, dado que Mumford e
Panggabean (1982) observaram que sementes Umidas e intactas de citros (com

as duas camadas de tegumento e mucilagem) mostraram-se permedveis a agua,
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mas impermedveis a gases durante a embebigcdo, Além disso, a mucilagem
provavelmente proporciona melhor condi¢do para desenvolvimento de fungos,
pois carboidratos sdo substratos preferidos por esses microrganismos (Hong e
Ellis, 1996) e a mucilagem de sementes citricas contém muitos polissacarideos
(Navqui et al., 2011). Adicionalmente a presenca de mucilagem pode ser
prejudicial a germinacdo (Freitas et al., 2011) e ao desenvolvimento de
plantulas, por conter substancias inibidoras do metabolismo germinativo
(Carmona et al., 1994).

Mumford e Panggabeam (1982) também constaram que a remogdo total da
mucilagem destas sementes ndo é facilmente obtida durante o processamento,
mesmo utilizando-se hipoclorito de s6dio ou 4cido e bases fortes. Desta forma, é
provavel que o método utilizado pelo produtor do lote C para a degomagem foi

menos efetivo.
Necessidade de luz para germinacéo

Independente dos lotes, as sementes dos quatro porta-enxertos estudados
germinam igualmente e desenvolvem plantulas normais tanto em presenca de luz
como no escuro. Nao houve ganhos de germinacdo com a alternéncia luz/escuro
(Tabela 3), concordando com os resultados de Usberti (1979) em experimentos
com limdo-cravo. Entretanto, as plantulas que se desenvolvem no escuro
tornaram-se amareladas, em contraste com a coloracdo verde escuro das
plantulas sob luz.

Assim, a utilizacdo de luz durante a germinacéo destes porta-enxertos é indicada
para facilitar a classificacdo das plantulas em normais e anormais, uma vez que
foi muito dificil distinguir, durante a germinagdo no escuro, as plantulas albinas
das plantulas normais que ocorreram no lote E de tangerina Cle6patra e no lote

C de citrumelo.
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Alids, mesmo para sementes fotoblasticas negativas, a luz geralmente é
importante para auxiliar na avaliagdo de plantulas, recomendando-se fornecer
luz ap6s a protrusdo radicular, para evitar que as plantulas se tornem mais

sensiveis ao ataque de fungos, estioladas e despigmentadas (ISTA, 2014).
Temperatura

Pode-se constatar na Tabela 4, que as sementes de tangerina CleGpatra,
citrumelo e limdo-cravo apresentaram a mesma percentagem de germinagdo nas
temperaturas de 25 e 30°C, isso ocorreu em todos os lotes testados. Por outro
lado, a germinacéo a 35°C foi menor, o que, exceto para o lote H de tangerina
Cledpatra, foi devido a maior ocorréncia de plantulas deformadas e ou anormais
(deformadas + infeccionadas).

O efeito da temperatura de germinacdo em sementes de trifoliata variou de
acordo com o lote (Tabela 5). Enquanto o lote A mostrou a mesma porcentagem
de pléntulas normais em todas as temperaturas, a germinacdo dos outros dois
lotes foi menor a 35°C que nas temperaturas de 25 e 30°C. Uma das causas
dessa reducdo da germinacdo foi a ocorréncia de maior porcentagem de
plantulas anormais. Por outro lado, a germinacdo do lote B foi maior em
temperaturas alternadas, devido a menor porcentagem de plantulas deformadas
nesta condicdo (Tabela 5) e também ndo ocorréncia de sementes dormentes. Para
0 lote C, a melhor temperatura para germinacdo foi 30°C. Nas outras
temperaturas, a porcentagem de germinagdo foi significativamente menor
(Tabela 5).

Em sementes de trifoliata, a germinagdo a 30°C ocorreu mais rapidamente para
sementes dos lotes A e C, pois a primeira contagem de germinacgdo destes lotes
foi maior nesta temperatura. Esta maior rapidez ndo ocorreu para sementes do
lote B, que apresentou mesma porcentagem de plantulas normais na primeira

contagem em todas as temperaturas (Tabela 5).
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Embora a germinagédo final de sementes de limdo-cravo tenha sido igual nas
temperaturas de 25 e 30°C, a primeira contagem foi maior na temperatura mais
alta, e atingiu o seu maximo aos 28 dias (Tabela 6). Em temperatura de 25°C, a
germinacdo foi concluida somente aos 35 dias.

A temperatura de 30°C também é a mais favoravel para sementes de Citrus
limon e C. aurantifolia (Soetisna et al., 1985), além de tangerina CleGpatra,
citrumelo e outros porta-enxertos (Rouse e Sherrod, 1996). Altos niveis de
germinacdo (> 80%) foram observados também em sementes de trés espécies
silvestres do género Citrus da Australia (Hamilton et al., 2009).

A maior ocorréncia de anormalidades a 35°C, também foi observada por
Soetisna et al. (1985). De acordo com estes autores, a maior velocidade de
germinacdo em sementes citricas em temperaturas mais altas (35-40°C) esta
relacionada a maior velocidade de embebicdo. As temperaturas iguais ou
maiores que 35°C ndo sdo favoraveis ao desenvolvimento das plantulas.
Sementes deterioradas ou que passaram por secagem, podem apresentar maior
ocorréncia de anormalidades nestas temperaturas (Soetisna et al., 1985).

O comportamento distinto dos lotes de sementes de trifoliata testados ndo
permitiu identificar uma temperatura étima para germinacdao de sementes desta
espécie. Tal heterogeneidade pode estar relacionada a diferencas de vigor, de
dorméncia e também genéticas. Seria esperado que esta espécie germinasse
melhor em temperaturas mais baixa, pois é originada de local de clima
temperado e mais tolerante ao frio (Neson, 2014). Trabalhos anteriores
constataram a temperatura 6tima de 25,2°C para germinagdo para Poncirus
trifoliata (Rouse e Sherrod, 1996). Contudo, no presente trabalho, os lotes B e C
apresentaram menor porcentagem de germinagdo nesta temperatura que em
outra (20-30°C para o lote B, e 30°C para o lote C).

A menor germinacdo do lote C a 25°C ocorreu devido a anormalidades e a

ocorréncia de sementes mortas por desenvolvimento de fungos. Esta maior



162

proliferagcdo dos fungos nessas sementes talvez possa ser explicada pelo fato da
temperatura de 25°C ser mais adequada para desenvolvimento dos fungos
presentes nestas amostras. Com relacdo ao lote B, a melhor germinacdo em
temperaturas alternadas parece estar relacionada a quebra de dorméncia pela
alternancia de temperatura e luz. Por outro lado, ndo encontramos uma
explicacdo plausivel para a menor porcentagem de plantulas deformadas nesta
condicdo.

Tratamentos pré-germinativos

Houve interacdo entre os efeitos dos tratamentos pré-germinativos e lotes para
sementes de tangerina Cle6patra, ou seja, o efeito dos tratamentos na
porcentagem de plantulas normais e anormais variou com o lote. Enguanto a
maioria dos lotes ndo foi afetada pelos tratamentos, o tratamento com hipoclorito
de sddio reduziu a germinacdo do lote H, pois provocou anormalidades.
Adicionalmente, a porcentagem de plantulas normais na primeira contagem foi
menor em sementes tratadas com hipoclorito para todos os lotes de tangerina
Cledpatra (Tabela 7).

O tratamento com hipoclorito de s6dio ndo afetou a germinacdo de sementes
limdo-cravo, porém o tratamento térmico reduziu a porcentagem de plantulas
normais em um dos lotes. Esta diminuicdo da germinacdo ocorreu devido a
maior ocorréncia de plantulas anormais. Nenhum dos tratamentos afetou a
primeira contagem de plantulas normais (Tabela 7).

Em sementes de citrumelo, o tratamento com agua quente foi favoravel pois
proporcionou uma maior porcentagem de plantulas normais na primeira
contagem, e ndo provocou anormalidades. Assim, a porcentagem de germinagéo
final ndo foi afetada. Nestas sementes, o tratamento com hipoclorito nédo
provocou efeitos, pois as sementes mantiveram o mesmo comportamento das
sementes ndo-tratadas. Tal auséncia de efeitos também foi observada em

sementes de trifoliata.
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O tratamento com hipoclorito de sédio 1% ¢é indicado por Hong e Ellis (1996)
para evitar desenvolvimento de fungos especialmente em sementes
mucilaginosas, com germinacdo demorada. Realmente observou-se que as
sementes apresentavam menor incidéncia de fungos, porém, este efeito ndo
elevou a germinacdo. Uma possivel explicacdo seria que o uso de substrato mais
seco que o normal j& havia reduzido a ocorréncia de fungos nas sementes.
Portanto, para as espécies nas quais ndao houve aumento de germinacdo nem
decréscimo, as sementes podem ser tratadas com hipoclorito de sédio 1%, com
ganhos na facilidade de conducéo do teste. Contudo, a montagem do teste se

torna mais trabalhosa.
Descri¢ao da germinacéo e plantulas dos porta-enxertos

A germinagao de sementes dos porta-enxertos de citros estudados se inicia entre
0 sétimo e¢ o décimo quinto dia apés semeadura, quando a raiz primaria,
cilindrica e esbranquigada (branca para creme), rompe o tegumento. Antes da
emergéncia do epicotilo, esta raiz se alonga rapidamente, podendo haver
formagdo de pequenos pelos absorventes proximos a extremidade da mesma. A
regido proximal ao hipocotilo torna-se mais espessa e, em presenca de luz, como
ocorre em testes em rolo de papel, torna-se esverdeada, assim como o hipocotilo,
que ¢€ curto e quase imperceptivel (Figura 1). A presenga de clorofila nas raizes e
hipocétilo foi observada também por Darosci ¢ Paulilo (2011) em plantulas de
Raulinoa echinata, uma espécie arbustiva, também da familia Rutaceae,
endémica no Vale-do-Itajai-A¢u em Santa Catarina.

Durante a emergéncia, o epicotilo inicialmente fica dobrado, formando uma alga,
depois a gema apical se desprende, observa-se as folhas primarias em
desenvolvimento e o epicoétilo vai se tornando ereto (Figura 1). Na presenca de
luz, a parte aérea apresenta coloragdo verde escura, e possui glandulas de 6leo e

pequenos e finos tricomas na superficie (Figura 2). A presenca destas glandulas
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de oleo, que ao serem observadas em lupa, podem parecer um defeito do
epicdtilo, foi observada também nas plantulas dos outros porta-enxertos. Em
consonancia, Hayward e Long (1942) também observaram essas glandulas na
regido periférica de epicotilos de plantulas de outra espécie de Citrus.

A raiz primaria e o epicotilo normalmente emergem da extremidade micropilar,
inclusive quando mais de um embrido germina. Entretanto, a protrusdo pode
ocorrer em outras regides da semente. Além disso, a germinacdo e
desenvolvimento das plantulas numa mesma semente nao € sincronizado. Pode
ocorrer ainda protrusdo da raiz de um embrido e do epicotilo de outro. Muitas
vezes € necessdrio retirar o tegumento para se ter certeza que as estruturas
desenvolvidas sao da mesma plantula.

As raizes secundarias geralmente ndo se desenvolvem durante o periodo maximo
do teste em rolo de papel. Contudo, podem ser observadas mais frequentemente
durante a germinacdo de alguns lotes de sementes, ou quando a raiz primaria
esta danificada.

Durante a germinagdo, os cotilédones ndo se elevam e permanecem dentro do
tegumento devido ao desenvolvimento inexpressivo do hipocétilo. Assim, a
germinagdo de C. reshni, C. limonia, Poncirus trifoliata e do hibrido C. paradisi
x P, trifoliata é do tipo criptocotiledonar hipogeal. Este tipo de classificacao foi
descrito para R. echinata, outra espécie da familia Rutaceae (Darosci e Paulilo,
2011) que possui sementes monoembribnicas e também para uma espécie
poliembridnica do género Citrus (Coelho et al., 2001).

A raiz primaria de C. reshni apresenta estrutura tipica, com polos
protoxilematicos, no centro da raiz, e, em torno, tecido endodérmico e cortex,
hipoderme e epiderme. Nao foram observadas glandulas de 6leo. Na regido
proximal ao hipocétilo, esta raiz ja apresenta crescimento secundario bastante

evidente. (Figura 3).
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Uma vez que os critérios de avaliagdo de plantulas estabelecem que as estruturas
essenciais das plantulas devem estar intactas ou possuir apenas defeitos
aceitaveis (Brasil, 2009; ISTA, 2013), foram relacionadas como estruturas
essenciais: a raiz primaria, o hipocétilo, cotilédones, epicotilo, gema apical e
folhas primdarias. Estabeleceu-se ainda que a raiz primaria ndo pode ser
substituida por raizes secundarias (Figura 4).

Semelhante ao constatado para plantulas de arvores nativas brasileiras (Lobo et
al. 2014), as principais anormalidades observadas durante os pré-testes e
experimentos foram danos somente na raiz primaria, destacando-se atrofia,
bifurcagdo ou auséncia (Figura 5). As anormalidades apenas da parte aérea
foram pouco frequentes, a exemplo de epicotilo em lago, quebrado ou ndo
desenvolvido, e folhas ou gema apical danificadas. Plantulas despigmentadas
ocorreram em alguns lotes, geralmente associadas a presenca de micélio de
coloracdo cinza escura no tegumento (Figura 6A). Ocorreram m também
plantulas totalmente malformadas (parte aérea e raiz atrofiadas, Figura 6B, 6C ¢
6D).

Foram observadas em alguns lotes de sementes plantulas com raiz primaria mais
esverdeadas que o normal, rachaduras superficiais e apice da raiz escurecido.
Estas, embora se desenvolvessem bem logo apos a protrusdo, depois paralisavam
o crescimento (Figura 7A). Assim, suspeitou-se que poderiam ndo ser realmente
raizes, mas sim, hipocotilos com desenvolvimento andmalo. Porém, o corte
anatomico transversal mostrou estruturas tipicas de raiz, com sete polos
xilematicos e o corte longitudinal ndo evidencia nenhuma anomalia (Figura 7B e
7C). Muito possivelmente, a falta de continuidade no crescimento destas raizes
esta relacionada com danos no tecido meristematico no apice da estrutura, que
em vez de possuir tecido tenro e esbranquicado, apresenta-se escurecida e
provavelmente necrosada. Assim, embora seja uma raiz, € ndo um hipocaétilo,

este tipo de plantula deve ser classificado como anormal.
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Cabe ressaltar, entretanto, que a opc¢ao de considerar a raiz primaria como
essencial, ndo ¢ um consenso em analise de sementes. O manual de avaliagdo de
plantulas (ISTA, 2013) considera que a raiz primaria ¢ essencial para arvores e
arbustos cuja raiz primaria ¢ distinta e ndo hd normalmente formagdo de raizes
secundarias durante o teste de germinagao. Por outro lado, regras utilizadas nos
Estados Unidos, determinam que, mesmo para arvores, o bom desenvolvimento
das raizes secundarias pode substituir raizes primarias defeituosas ou
inexistentes (AOSA, 2012).

Publicagdes fitotécnicas estrangeiras e brasileiras tém considerado a existéncia
de raiz principal importante para o bom desenvolvimento de mudas citricas no
campo, sendo esta ¢ uma visdo tradicional em horticultura. Em contraste,
resultados preliminares de pesquisas estdo indicando que sistemas radiculares
compostos por raizes secundarias/adventicias tém melhor performance para
absorver agua e nutrientes (Albrecht, 2016; Bowman, 2016).

Além da principal funcdo de um porta-enxerto de suprir e sustentar a copa, o
padrdo de muda citrica em vigor no Brasil estabelece que a raiz principal nio
pode estar danificada (Brasil, 2013). Assim, considerando-se que nao existem
ainda pesquisas conclusivas sobre o assunto, optou-se por estabelecer que a raiz
primaria é uma estrutura essencial nas plantulas em estudo.

Além da estrutura andmala da raiz primaria, ja citada, ndo foram observadas em
plantulas dos porta-enxertos estudados outros tipos de anormalidades ndo
descritas nas regras para analises (Brasil, 2009; ISTA, 2013; 2014). Assim,
foram propostos apenas critérios para uniformizar a avaliagdo e evitar
classificacdes erroneas: a) As plantulas podem ser avaliadas a partir do
desprendimento da parte aérea dos cotilédones; b) Plantulas normais devem
possuir raiz primaria com comprimento no minimo igual ao do epicoétilo; b) Em
sementes com mais de uma plantula germinada, deve-se ter certeza que existe

pelo menos uma plantula com todas as estruturas essenciais presentes, se
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necessario os tegumentos devem ser retirados durante a avaliagdo; c) A
avaliagdo de plantulas com raizes muito finas também exige retirada dos
tegumentos, pois geralmente este tipo de raiz esta bifurcada dentro dos
cotilédones; d) Plantulas de citrumelo e trifoliata normalmente possuem trés ou
mais folhas primarias, sendo que nas outras espécies isso também pode ocorrer
(Figura 7); e) Para ser considerada normal, uma plantula precisa possuir pelo
menos uma folha intacta; f) Se ao final do teste o epicotilo permanecer
parcialmente preso dentro dos cotilédones, deve-se abrir com cuidado os
cotilédones e considerar a plantula normal se o epicotilo estiver intacto ou
apenas levemente torcido, pelo menos uma folha estiver normal e a gema apical
estiver intacta; g) Quando ocorrem multiplas plantulas em testes em rolo de
papel, elas frequentemente apresentam pequenos defeitos, epicotilos ou raizes
retorcidos, crescimento na dire¢do diagonal em vez de na dire¢do vertical. Estes
defeitos ndo ocorrem em testes em areia. Assim, as plantulas com estas

caracteristicas devem ser consideradas normais.
Escolha dos métodos para teste de germinacio

Como os resultados do experimento sobre temperatura 6tima para germinagdo
do trifoliata ndo foram conclusivos, ndo foi elaborado um protocolo para
validacdo interlaboratorial desta espécie. Os protocolos para os porta-enxertos
tangerina, Cledpatra e limao-cravo estdo apresentados nas Tabelas 8, 9 e 10.
Entretanto, os ensaios interlaboratoriais sé foram realizados para as duas
primeiras espécies, pois ndo havia quantidade suficiente de sementes do lote de
alta qualidade de citrumelo.

A temperatura de germinacdo de 30°C foi escolhida para os porta-enxertos
tangerina CleGpatra e citrumelo porque observou-se que nesta temperatura 0s

rolos geralmente apresentavam menor ocorréncia de fungos. Para sementes de
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limdo-cravo, além desta vantagem foi constatada maior rapidez na germinacéo,

com reducdo de sete dias no periodo do teste.
Ensaio interlaboratorial - tangerina Cleépatra

Como ndo foram relatados problemas de método na conducdo dos testes, 0s
resultados de todos os laboratérios foram utilizados para as analises estatisticas.
Nédo foram detectados outliers pela estatistica de Hampel ou pelo método de
Box-plot. O conjunto de dados de cada amostra separadamente, e também todo o
conjunto de dados, atenderam as pressuposi¢cdes de normalidade dos residuos
(Teste de Shapiro-Wilk, P > 0,01) e homogeneidade de variancias (Teste de
Levene, P > 0,01).

Compatibilidade com os resultados da organizadora

A germinagdo média do lote 1 nos nove laboratérios ndo foi compativel com o
resultado da organizadora em rolo de papel, ou seja, a diferenga entre estes
resultados esta fora da faixa de tolerancia de variagdo estabelecida pela tabela
18.11 das regras para analise de sementes (Brasil, 2009). Por outro lado, os
resultados médios dos lotes 2 ¢ 3 foram compativeis com a germinac¢do obtida
pela organizadora (Tabela 11). Porém, a germinag@o obtida para o lote 2 pelo
laboratério B ndo foi compativel e para o lote 3, dois laboratérios (E e F) ndo

obtiveram germinagdo compativel com a referéncia.

Repetitividade e Reprodutibilidade determinadas pelo método indicado

pela ISTA

Observa-se na Tabela 11 que a germinacdo do lote 1 variou muito entre
laboratoérios, mas o coeficiente de variagdo dentro de laboratorios nao foi alto.
Em consequéncia, o coeficiente de variacdo de reprodutibilidade do lote 1 foi
regular, mas o coeficiente de repetitividade foi classificado como 6timo (Tabela

12).
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Com relagdo ao lote 2, os resultados entre laboratérios ndo variam muito, € o
coeficiente de variacdo dentro de cada laboratdrio também nao foi alto (Tabela
11). Desta forma, o coeficiente de reprodutibilidade foi classificado como bom e
o coeficiente de repetitividade, como 6timo (Tabela 12). Em contraste, para o
lote 3, o coeficiente de reprodutibilidade foi classificado como ruim e o de
repetitividade como bom (Tabela 12).

Repetitividade, Reprodutibilidade e R&R de acordo com Brandao, 2013
Como o resultado da ANOVA com dois fatores mostrou que houve interacéo
significativa entre os fatores lotes e laboratérios, ndo foi indicado prosseguir
com as analises e obter as estatisticas de repetitividade, reprodutibilidade e R&R
deste ensaio da forma proposta por Brandéo (2013).

Situacéo da metodologia testada

O método proposto para teste de germinacdo de tangerina Cledpatra ndo foi
validado, pois os coeficientes de reprodutibilidade dos lotes 1 e 3, calculados
pelo método indicado pela ISTA, foram regular e ruim. Além disso, muitos
resultados obtidos pelos laboratérios para o lote 1 ndo foram compativeis com a
referéncia (organizadora). A interagdo significativa entre lotes e laboratorios
detectada na ANOVA com dois fatores, também indica a ndo validagdo do
método.

Analisando-se as fichas de analises dos laboratorios, constatou-se que a causa
das diferencas entre laboratorios para os lotes 1 e 3 estava relacionada com a
ocorréncia de anormalidades. Como o coeficiente de variacdo dentro do
laboratério organizador foi baixo, hd indicagdes de que a causa da falta de
reprodutibilidade do método ndo esta relacionada a heterogeneidade da amostra,
mas a problemas ocorridos durante a condugdo do teste (Brandao, 2013).
Dificuldades de avaliar plantulas pouco conhecidas pelos analistas (Nery, 2008),
ou mesmo a falta de uniformidade na avaliagdo de plantulas entre laboratorios

s30 outras causas possiveis.
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Ensaio interlaboratorial - limao-cravo

Foram detectados problemas na execucao dos testes de dois laboratérios, e por
isso os dados destes laboratorios ndo foram utilizados. Um destes laboratério
calculou incorretamente a quantidade de 4gua necessaria para umedecer o
substrato, o que resultou em utilizacdo de quantidade de agua muito acima da
faixa recomendada (2,3 vezes o peso seco do substrato). O outro laboratorio
relatou forte suspeita de mistura de lotes durante a montagem dos testes.

Os resultados dos outros oito laboratorios foram utilizados, sendo as repeticdes
de 25 sementes foram agrupadas de quatro em quatro, de forma a obter as
repeticbes de 100 sementes dentro de cada laboratorio (RAS, 2009). Nao foram
detectados outliners pela estatistica de Hampel ou pelo método grafico de Box-
plot. O conjunto de dados de cada amostra separadamente, e também todo o
conjunto de dados, atenderam as pressuposi¢cdes de normalidade dos residuos
(Teste de Shapiro-Wilk, P > 0,01) e homogeneidade de variancias (Teste de
Levene, P > 0,01).

Comparacio com os resultados da organizadora

Os resultados médios dos laboratorios dos trés lotes de limdo-cravo foram
compativeis com os resultados da organizadora (referéncia). Adicionalmente, os
resultados de cada laboratorio também foram compativeis com a referéncia,
exceto para o lote 2 no laboratorio G (Tabela 13).

Repetitividade e Reprodutibilidade determinadas pelo método indicado
pela ISTA

A variagdo entre repeticdes dentro de cada laboratoério foi baixa para lotes 1 e 2,
com coeficiente médio dos laboratérios < 15%. Entretanto, o coeficiente médio
do lote 3 foi mais alto (20,86%), sendo que um dos laboratorios este coeficiente
foi maior que 30% (Tabela 13). Em consequéncia, o coeficiente de repetitividade
dos lotes 1 e 2 foram classificados como 6timos e o do lote 3 como bom (Tabela

12).
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Observa-se também que os resultados do lote 3 entre laboratorios variaram mais
que os resultados dos lotes 1 e 2 (Tabela 13). Desta forma, a varidncia entre
laboratoérios foi maior para este lote. Assim, o coeficiente de reprodutibilidade
do lote 3 foi classificado como bom, enquanto que este coeficiente para lotes 1 e

2 foi classificado como 6timo (Tabela 12).
Repetitividade, Reprodutibilidade e R&R de acordo com Brandao (2013)

A analise de varidncia com dois fatores ndo mostrou interagdo significativa entre
os fatores lotes e laboratorios. Além disso, o fator lote mostrou diferenga entre
lotes com significancia maior que 0,1%, o que indica que as pressuposi¢des para
calculo da repetitividade, reprodutibilidade e R&R por meio deste método foram
atendidas. Em ensaios interlaboratorial para validacdo de métodos de
germinagdo para espécies florestais brasileiras, Branddo (2013) sugere que
quando estas duas condi¢des ocorrem, o método pode ser considerado validado.
Usando-se esta metodologia, as estimativas de repetitividade, reprodutibilidade e
R&R sdo estimadas para o ensaio (conjunto dos resultados de todos os lotes e
laboratorios), ndo para lotes individualmente (Tabela 14). Pode-se constatar que
a variancia da repetitividade, que representam a variacdo entre repetigdes dentro
do mesmo laboratorio, foi maior que a reprodutibilidade, que neste caso
representa a variagdo entre laboratorios. Desta forma, a varidncia da
repetitividade contribuiu mais para a varidncia total do ensaio que a
reprodutibilidade. O coeficiente de variagdo de R&R foi classificado como
otimo, indicado que o método de germinacdo proposto para sementes de Citrus
limonia teve um bom desempenho no ensaio interlaboratorial.

Situacio da metodologia proposta

Como, neste ensaio, os resultados dos laboratorios concordaram com o obtido
pela organizadora (referéncia), apresentaram coeficiente de repetitividade e

reprodutibilidade calculados por lote classificados 6timos ou bons, e coeficiente
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de variagdo de R& R classificado como 6timo, este método pode ser considerado

validado.

CONCLUSOES

- As sementes dos porta-enxertos tangerina Cledpatra, limao-cravo, citrumelo
germinam melhor nas temperaturas de 25 e 30°C, com a temperatura mais
alta proporcionando germinacdo mais rapida de sementes de limao-cravo.
Sementes destes trés porta-enxertos, assim como as de trifoliata sdo
fotoblasticas neutras.

- Substratos muito umidos (quantidade de agua > que 73% da capacidade de
retencdo do papel) ndo sdo adequados para testes de germinagdo em rolo do
papel destas espécies, podendo provocar mortalidade de sementes e
aumentar o tempo de germinagao de sementes de tangerina Cleopatra.

- N&o ¢ vantajoso realizar tratamento pré-germinativo das sementes de
tangerina Cléopatra, limdo-cravo, citrumelo e trifoliata, com hipoclorito 1%
por 15 minutos. A a imersdo de sementes de citrumelo em agua com
umidade inicial de 40°C foi favoravel, pois proporcionou maior
porcentagem de plantulas normais na primeira contagem e ndo provocou
anormalidades.

- A germinagdo de C. reshni, C. limonia, Poncirus trifoliata ¢ do hibrido C.
paradisi x Poncirus trifoliata foi do tipo criptocotiledonar hipogeal e as
estruturas essenciais das plantulas sdo a raiz primdria, hipocotilo,
cotilédones, epicdtilo, folhas primarias e gema apical. As anormalidades
mais frequentes ocorrem apenas na raiz, destacando-se atrofia, bifurcacdo ou
auséncia.

- Apenas a metodologia proposta para os testes de germinacao de sementes de
porta-enxertos de limdo-cravo (rolo de papel umedecido com quantidade de

agua entre 1,6 a 1,4 vez o peso do substrato, temperatura de 30°C, oito ou
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mais horas de luz, primeira contagem 14-21dias e contagem final aos 28 dias
e, se necessario, umedecimento adicional do substrato na primeira
contagem), apresentou bons coeficiente de variagdo de repetitividade,
reprodutibilidade e otimo coeficiente de variagdo de R&R, sendo

considerada validada para incorporagdo as regras para analise.
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Tabela 1. Lotes utilizados nos experimentos destinados ao desenvolvimento dos
métodos para germinacdo de sementes de porta-enxertos Cledpatra,

citrumelo, limdo-cravo e trifoliata.

Porta- Lote Conteldo de Peso de mil Origem Produtor de
enxerto agua (%) sementes (g) Estado Regido sementes?
A 30,8 83,9 SP Campinas Sim
B 28,2 102,4 SP Piracicaba Sim
C 24,4 91,8 MG Central Sim
D 60,1 1244 PR Norte-central Sim
Cledpatra E 24,8 106,0 MG Central Sim
F 39,8 89,2 SP Campinas Sim
G 37,9 102,2 SC Vale do Itajai Nao
H 29,0 77,7 MG Central Nao
| 50,0 110,0 PR Norte-central Sim
A 33,7 160,9 SO Campinas Sim
B 30,4 198,8 SP Piracicaba Sim
Citrumelo C 33,7 175,3 MG _Cen.tral S!m
D 32,8 123,1 SP Piracicaba Sim
E 35,4 176,1 MG Central Sim
F 35,7 169,4 SP Campinas Sim
A 13,4 45,5 SP Piracicaba Sim
B 8,0 40,5 MG Zona da Mata Nao
Limao- C 12,0 44,4 SP Campinas S!m
Cravo D 20,2 48,0 MG Z_ona_l c~ia Mata S!m
E 15.1 50,1 SP Ribeirdo Preto Sim
F 18,7 52,1 MG Central Nao
G 22,0 47,4 SP Piracicaba Sim
H 27,5 55,8 SC Vale do Itajai Néo
| 21,3 41,9 SP Campinas Sim
A 35,7 184,4 SP Campinas Sim
Trifoliata B 38,0 210,6 MG Central Sim
C 30,4 150,2 SP Piracicaba Sim




Tabela 2. Germinacdo de sementes de tangerina Cledpatra a 30°C, com luz constante, de acordo com a quantidade de
agua utilizada para umedecimento do papel de germinagé&o.

Plantulas normais (%) Primeira contagem plantulas normais
Lote (%)
30x 25x 20x 17x 14x 30x 25x 20x 1,7x 14x 30x 25x 20x 17X 1,4x
58,0Ba 85,0Aa 84,0Aa 89,5Aa84,7Aa8,0Da18,0Ca21,0Ca33,3Ba46,9Aa 7,0Ab 10Ac 1,0Ac 1,0Ac 1,0Ac
59,0Aa 45,2Bb 63,0Ab 75,0Ab67,7Aa 6,0Ca 1,0Cb 12,0Bb25,0Ab25,3Ab 16,0Ab 5,7Ac 9,0Ac 3,0Ac 14,0Ab
14,0Bb 29,5Bc 65,0Ab 63,0Ab65,3Aa 0,0Ca 2,0Cb 9,0Bb 10,0Bc19,8Ab 61,0Ac 43,3Bb 19,0Cb 17,0Cb 15,8Ch
16,0Ab 18,0Ac 27,0Ac 29,0Ac12,0Ab1,0Aa 0,0Ab 1,0Ac 2,0Ad 2,0Ac 64,0Ac 61,0Aa 53,0Aa 53,0Aa 57,0Aa

Média 36,8 444 59,8 641 574 38 53 108 176 235 370 278 205 18,5 22,0

Sementes mortas (%)

OO wW>

CV (%) 24,56 44,59 32,92

- S Coeficiente de velocidade de . .
Tempo médio de germinacdo (dias) germinacio (%) Sincronia

Lote 30x 25x 20X 1,7x 14x 30x 25x 20x 17x 14x 30x 25x 20x 17x 1,4 x

A 26,2 240 21,2 2001 179 38 41 47 50 56 028 032 037 034 0,43
B 26,7 259 21,8 203 206 38 39 46 49 49 038 028 048 038 0,30
Cc 280 265 22,3 21,2 209 36 38 45 47 48 033 023 044 049 0,33
D 246 28,7 24,3 245 224 42 35 41 41 45 074 028 039 034 0,44

Media 26,4A 26,3A 223B 215B 20,1C 3,8C 38C 45B 4,7B 50A 043A 028A 042A 0,39A 0,37A

CV (%) 9,37 8,67 34,2

Médias seguidas de mesma letra maitscula na linha e mesma letra mintscula na coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste de
Scott-Knott ao nivel de 5% de significancia

¢81
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Tabela 3. Germinacdo de quatro porta-enxertos de citros em temperatura de
30°C constante, em auséncia e presenga de luz.

Plantulas normais (%)

Espécie Lote Luz

P 8 horas de luz Escuro
Continua

E 75,0 73,0 72,0
Cledpatra F 71,0 74,0 70,0

G 45,0 47,0 43,5

H 29,0 36,0 32,0
Média 55,0A 57,5A 54,4A
CV (%) 17,6

A 86,0 81,0 84,0

B 73,0 74,0 70,5
Citrumelo C 73,0 79,3 77,0

D 76,0 78,0 72,0

E 68,6 76,0 69,0

F 65,0 63,0 57,0
Média 73,6A 75,2A 71,6A
CV (%) 21,73

A 75,0 80,0 81,0
Limé&o-cravo B 70,0 68,0 66,0

C 57,0 50,0 47,0
Média 67,3A 66,0A 64,0A
CV (%) 16,41

A 64,6 71,0 74,0
Trifoliata B 54,0 70,0 68,0

C 52,0 63,0 54,00
Média 56,9A 68,0A 65,3A
CV (%) 18,94

Dentro de cada porta-enxerto, médias seguidas de mesma letra na linha ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de significancia.



Tabela4. Germinacdo de trés porta-enxertos de citros nas temperaturas constantes de 25, 30 e 35, em presenca de luz '§
constante.

Plantulas normais (%) Plantulas deformadas (%) Plantulas anormais (%)
25°C  30°C 35°C Média 25°C 30°C  35°C Meédia 25°C 30°C 35°c Media
E 750Aa 76,0Aa 18,0Bb 56,0 19,0Bb 23,0Ba 66,0Aa 36,0 19,0Bb 23,0Ba 77,0Aa 39,7

Espécie Lote

Cle6patra F  700Aa 70,0Aa 380Ba 59,3 23,0Bb 250Ba 54,0Ab 34,0 24,0Bb 27,0Ba 58,0Ab 363
G 380Ab 470Ab 11,0Bb 32,0 28,0Bb 20,0Ba 53,0Ab 336 280Bb 26,0Ba 62,0Ab 387
H 27,0Ab 380Ab 10,0Bb 250 42,0Aa 29,0Ba 450Ab 38,7 450Aa 40,0Aa 50,0Ab 45,0
Média 5250 57,8 19,25 280 243 545 290 290 290
CV (%) 19,54 26,38 2453
A 860 81,0 660  77,7a 120 180 330 21,00 130 190 340 22,0b
B 730 740 648  706a 130 17,0 248 183b 140 180 27,9  20,0b
Citrumelo cC 730 793 550  69,la 240 17,6 410 2752 240 176 440 285a
D 760 780 51,0 683 150 150 260 187b 180 160 270  20,3b
E 686 760 580 6752 243 17,0 340 251a 254 190 380 275a
F 450 630 320 467b 180 80 390 216b 180 100 450 243a
Média 703A 752A  545B 17,78 154B 33,0A 18,78 16,6B  36,0A
CV (%) 15,63 34,11 34,46
A 750 80,0 570  70,7a 190 13,0 330 217a 230 150 330 237a
Limdo-cravo B 70,0 70,0 470 623 210 140 280 21.0a 21,0 150 290 217a
C 530 510 410 483b 130 210 250 217a 130 220 300 217a
Média 66,0A 67,0A 483B 17,78 16,08 28,7A 1908 17,38  30,7A
CV (%) 17,85 34,63 40,38

Dentro de cada porta-enxerto, médias seguidas de mesma letra maiGscula na mesma linha e letra minGscula na coluna ndo s&o
estatisticamente diferentes pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de significancia.
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Tabela 5. Germinagdo do porta-enxerto trifoliata (Poncirus trifoliata) em
diversas temperaturas constantes sob luz continua e em temperatura e
luz alternadas.

Plantulas normais (%)

Lote 25°C 30°C 35°C 20-30°C Média

A 64,6Aa 71,0Aa 67,0Aa 74,0Aa 59.3
B 59,0Ba 60,0Ba 35,0Ch 83,0Aa 69,1
C 47,0Ba 60,0Aa 31.0Bb 43,4Bb 45,4

Média 56,9 63,7 44,3 66,8

CV (%) 18,58

Lote Plantulas deformadas

A 25,3Aa 26,0Aa 28,0Ab 23,0Ab 25,6
B 35,0Ba 37,0Ba 59,0Aa 16,0Cb 36,8
C 33,0Aa 27,0Aa 41,0Ab 39,3Aa 35,1

Média 31,1 30,0 42,7 26,1

CV (%) 39,45

Lote Plantulas anormais (%)

A 31,3Aa 28,0Aa 31,0Ab 24,0Ab 28,6
B 37,0Ba 37,0Ba 59,0Aa 17,0Cb 37,5
C 43,0Ba 35,0Ba 61,0Aa 50,5Aa 47,4

Média 37,1 33,3 50,3 30,48

CV (%) 32,35

Lote Primeira contagem de plantulas normais (%)

A 33,2Ba 43,0Ba 56,0Aa 43,0Ba 43,8
B 3,0Ab 4,0Ab 12,0Ac 8,0Ab 6,8
C 25,0Ba 50,0Aa 29,0Bb 35,3Ba 34,8

Média 20,4 32,3 32,3 28,8

CV (%) 26,14

Médias seguidas de mesma letra maidscula na mesma linha e letra mindscula na coluna

ndo sdo estatisticamente diferentes pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de

significancia.

Tabela 6. Germinacdo de limdo-cravo nas temperaturas constantes de 25 e 30°C,

sob luz continua.

Plantulas normais (%) Primeira contagem (%) PI. normais aos 28 dias (%)

25°C  30°C Meédia 25°C 30°C  Média 25°C 30°C Meédia
D 81,0 860 835a 7,0Ba 71,0Aa 39,0 81,0 86,0 83,5a
E 76,0 71,0 735b 0,0Bb 13,0Ac 65 62,0 71,0  66,0b
F 70,0 750 725b 0,0Bb 22,0Ab 11,0 61,0 75,0  68,0b
G 350 370 360c 00Ab 30Ad 15 30,0 370 33,55d

Média 655A 67,3A 7,0 27,3 58,0B 67,3A

CV (%) 13,12 25,18 15,84

Médias seguidas de mesma letra mailscula na mesma linha e letra mindscula na coluna

ndo sdo estatisticamente diferentes pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de

significancia.

Lote




Tabela 7. Germinag&o de quatro porta-enxertos de citros a 30°C, sob luz constante, apds tratamentos pré-germinativos.

Plantulas normais (%) Primeira contagem plantulas normais (%) Plantulas anormais (%)
Porta- Lote Hipoclorito Agua - Hipoclorito  Agua - Hipoclorito  Agua -
enxerto Controle 1% quente! Média  Controle 1% quente® Média  Controle 1% quente’ Média
E 76,0Aa 75,0Aa 72,0Aa 74,3 5,0 0,0 1,0 2,0c 23,0Aa 19,0Ab 25,0Aa 223
Cleépatra F 67,0Aa 70,0Aa 67,0Aa 68,0 23,0 4,0 23,0 16,7a  29,0Aa 24,0Ab 21,0Aa 247
G 43,0Ab 38,0Ab 46,0Ab 42,3 30 2,0 10,0 5,0c 26,0Aa 28,0Ab 29,0Aa 27,7
H 55,0Ab 27,0Bb 55,0Ab 45,7 11,0 2,0 15,0 9,3b 26,0Ba 45,0Aa 25,0Ba 32,0
| 8,0Ac 9,0Ac 1,0Ac 6,0 1,0 1,0 1,0 1,0c 16,0Aa 10,0Ab 19,0Aa 15,0
Média 49,8 43,8 48,2 10,5A 2,0B 12,3A 24,0 25,2 23,8
CV (%) 20,95 39,61 39,34
Limé&o- H 83,8 83,0 72.0 79,6a 738 74,0 72,0 73,3a 14,3 15,0 26,0 18,4a
cravo | 39,8 32,0 18.0 29,9b 36,8 30,0 18,0 28,3b 15,0 15,0 22,0 17,3a
Média 61,8A 57,5A 45,0B 55,3A 52,0A 45,0A 14,6B 15,0B 24,0A
CV (%) 11,35 17,65 33,17
A 81,0 86,0 86,0 84,3a 35,0 21,0 39,0 3l7a 13,0 13,0 14,0 13,3c
B 79,0 76,0 86,7 80,6a 28,0 14,0 371 26,4a 14,0 18,0 7,3 13,1c
Citrumelo C 71,0 73,0 78,8 74,3b 31,0 24,0 38,5 31.2a 23,0 24,0 21,2 22,7b
D 68,0 73,0 75,0 72,0b 22,0 21,0 33,0 25,3a 17,0 14,0 11,0 14,0c
E 60,0 60,8 66,0 62,52¢ 25,0 14,5 34,0 21,0b 28,0 30,2 330 311a
F 40,0 45,0 56,0 47,0d 9,0 14,0 28,0 17,0b 22,0 18,0 17,0 19,0c
Média 67,8A 67,8A 74,8A 25,0B 17,6C 34,9A 17,8A 21,1A 17,2A
CV (%) 17,46 39,44 358
A 71,0 71,0 - 71,0a 50,0 43,0 - 46,5a 26,0 28,0 - 27,0a
Trifoliata B 74,0 60,0 - 67,0a 5,0 4,0 - 4,5b 24,0 37,0 - 30,5a
C 63,0 60,0 - 61,5a 52,0 50,0 - 51,0a 29,0 35,0 - 32,0a
Média 69,3A 63,7A - 35,7A 32,3A - 26,3A 33,3A -
CV (%) 18,34 22,4 40,5

! Imers&o em agua com temperatura inicial de 60°C por 4 horas para tangerina Cledpatra e limao-cravo, e com temperatura inicial de
40°C por 4 horas para citrumelo. Dentro de cada porta-enxerto, médias seguidas de mesma letra maiuscula na linha e mesma letra
minudscula na coluna ndo sao estatisticamente diferentes pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de significancia.



Tabela8.  Protocolo para validagcdo de metodologia de teste de germinacéo para o porta-enxertos de citros citrumelo
(Citrus paradisi x Poncirus trifoliata

Contagem
(. Temperatura  em dias ~ S . ~ A
Espécie Substrato . Iﬁ o C"l‘l Instrugdes adicionais, incluindo recomendagdes para supera dorméncia
1°  Final
Citrumelo RP 30 21 49 - Evitar dessecagdo das sementes durante preparo e montagem do teste.
(Citrus - Fazer rolos e utilizar 4 folhas de papel por rolo.
paradisi X - Usar substrato bem mais seco que o normal (1,9 a 1,7 vez o peso do papel
Poncirus $€co).
trifoliata) - Montar rolos com 25 sementes dispostas em fileiras alternas.

- Ensacar os rolos com saco plastico para evitar perda ou ganho de agua
durante o teste.

- Primeira contagem pode ser adiada por 7 ou mais dias e o periodo do teste
por até 15 dias.

- Se necessario, umedecer o rolo na data da primeira contagem (21 dias).

- Realizar contagens intermedidrias, no minimo, de 15 em 15 dias oude 7 em 7
dias se ocorrem muitos fungos no teste.

* De acordo com as Regras para Andlise de Sementes (Brasil, 2009), em teste de germinag@o em temperaturas constantes, deve
fornecer, no minimo, oito horas de luz.
Anotar na ficha de analise o numero de horas de luz utilizado. RP: rolo de papel.
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Tabela 9. Protocolo para validagdo de metodologia para teste de germinagdo para o porta-enxerto tangerina CleGpatra
(Citrus reshni)

Contagem
- Temperatura i ~ S . ~ N
Espécie  Substrato rﬁ o C"l‘l ﬁ)mig%asllnstrugoes adicionais, incluindo recomendagdes para superar dorméncia
ina
Tangerina RP 30 21 35 - Evitar dessecag@o das sementes durante preparo e montagem do teste.
Cleopatra - Fazer rolos e utilizar 4 folhas de papel por rolo.
(Citrus reshni) - Montar rolos com 25 sementes dispostas em fileiras alternadas.

- Usar substrato bem mais seco que o normal (1,6 a 1,4 vez o peso do papel
seco).
- Ensacar os rolos com saco plastico para evitar perda ou ganho de agua durante
o teste.

- Monitorar a aparéncia dos rolos, se ocorrerem fungos, que podem prejudicar o
teste, o substrato pode ser trocado, antes ou durante a primeira contagem. Neste
caso, usar substrato com a mesma umidade inicial.
- Se necessario, umedecer o rolo na data da primeira contagem (21 dias).
- Primeira contagem pode ser antecipada ou adiada em até 7 dias.
- Pode ser necessario realizar contagens intermediarias (7 em 7 dias) entre a
primeira contagem e a final, especialmente, se ocorrerem fungos no teste.
* De acordo com as Regras para Andlise de Sementes (Brasil, 2009), em teste de germinag@o em temperaturas constantes, deve
fornecer no minimo oito horas de luz.
Anotar na ficha de analise o nimero de horas de luz utilizado. RP: rolo de papel.
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Tabela 10. Protocolo para validagdo de metodologia para destes de germinacdo para porta-enxertos de citros limdo-

cravo (Citrus limonia).

Contagem em

Espécie  Substrato Temgecr:tura %Ins&u@ées adicionais, incluindo recomendacdes para superar dorméncia
ina
RP 30 14-21 28 - Evitar dessecagdo das sementes durante preparo e montagem do teste.
Limao- - Fazer rolos e utilizar 4 folhas de papel por rolo.
cravo - Montar rolos com 25 sementes dispostas em fileiras artenadas
(Citrus - Usar substrato bem mais seco que o normal (1,6 a 1,4 vez peso do papel
limonia) seco).

- Ensacar os rolos com saco plastico para evitar perda ou ganho de agua
durante o teste.

- Monitorar a aparéncia dos rolos, se ocorrerem fungos, que podem
prejudicar o teste, o substrato pode ser trocado, antes ou durante a primeira
contagem. Neste caso, usar substrato com a mesma umidade inicial.

- Se necessario, umedecer o rolo na data da primeira contagem (14 dias).

- Dependendo do lote, a primeira contagem varia em até¢ 7 dias.

- Pode ser necessario realizar contagens intermediarias (7 em 7 dias) entre a
primeira contagem e a final, especialmente, se ocorrerem muitos fungos no
teste.

*De acordo com as Regras para Analise de Sementes (Brasil, 2009), em teste de germinagdo em temperaturas constantes, deve

fornecer no minimo oito horas de luz.

Anotar na ficha de analise o numero de horas de luz utilizado. RP: rolo de papel.
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Tabela 11. Média da porcentagem de germinagdo e coeficiente de variagao
obtidos de quatro repeti¢des em ensaio interlaboratorial destinado a
validacdo de metodologia, para teste de germinagdo para sementes
de tangerina Cledpatra (Citrus reshni).

Lote 1 Lote 2 Lote 3
Laboratério
Média (% CR  Media (%/Z’) CR  Media ((j/o\; CR
A 61,75 1364 Nio 7150 4,78 Sim 3575 2333 Sim
B 73,00 1351 Sim 54,00 2530 N&d 4500 851 Sim
C 62,00 1536 Nio 77,00 6,18 Sim 3350 36,92 Sim
D 55,00 7,57 Ndo 7050 6,29 Sim 34,00 34,97 Sim
E 58,00 11,61 N& 69,00 1349 Sim 2650 30,42 Néo
F 70,44 539 Sim 7662 475 Sim 26,85 41,00 Nao
G 87,00 1,33 Sim 7450 14,60 Sim 49,00 20,68 Sim
H 58,00 6,53 Sim 71,00 745 Sim 53,00 19,85 Sim
I 83,00 4,29 Sim 73,00 1043 Sim 47,00 12,77 Sim
Média geral 70,13 9,00 Ni 70,80 9,49 Sim 3896 2548 Sim
Referéncia — 80,00 5,15 - 70,00 8,81 - 4525 881 -
Rolo papel
Germmagao 84,00 - Sim 69,00 - Sim 49,75 - Sim
em areia

CV: coeficiente de variacdo entre repeticdo; CR: compatibilidade com o resultado de

referéncia de acordo com a Tabela 18.11 da RAS (Brasil, 2009).



Tabela 12. Estatisticas de repetitividade, variancia entre laboratorios e reprodutibilidade do teste de germinacéo, obtidos
por lote para ensaios interlaboratoriais para sementes de dois porta-enxertos de citros por método indicado

pela ISTA.
Germinacéo e Variancia -
Espécie  Lote média Repetitividade entr,e_ Reprodutibilidade
(%) , _ . Iaborgtorlos , .
o’r Sr CVr  Classificacdo 6 1ab 'R Sk CVr Classificagdo
Citrus 1 72,02 420 6,48 9,00 Qt!mo 125,64 167,64 12,95 17,98 F{egular
reshni 2 70,52 4478 6,69 9,49 Otimo 7,09 51,87 12,79 10,27 Otlmo
3 40,51 90,45 9,51 23,48 Bom 73,11 163,56 7,20 31,57 Ruim
Citrus 1 84,11 27,29 522 6,21 C:)t?mo 13,50 40,79 6,39 7,59 Qt!mo
limonia 2 57,25 37,25 6,09 10,64 Otimo 37,10 4852 6,97 12,17 Otimo
3 26,57 30,73 5,54 20,86 Bom 60,73 3526 594 22,35 Bom

I Classificacao do coeficiente de variacdo de acordo com sistema proposto por Brando (2013).
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Tabela 13. Média da porcentagem de germinagdo e coeficiente de variagao
obtidas de quatro repeticGes em ensaio interlaboratorial destinado a
validacdo de método de teste de germinacdo limao-cravo (Citrus

limonia).
Lote 1 Lote2 Lote 3
Laboratério
. CV . CV Y
Média %) CR Média %) CR Média %) CR
A 90,75 290 Sim 56,00 13,60 Sim 2675 10,74 Sim
B 8575 9,10 Sim 6325 3,86 Sim 3225 13,00 Sim
C 86,25 4,17 Sim 57,00 11,98 Sim 2975 26,24 Sim
D 8850 2,69 Sim 6400 875 Sim 21,25 32,23 Sim
E 81,00 10,90 Sim 5450 9,65 Sim 2625 19,02 Sim
F 7713 6,00 Sim 5825 747 Sim 2281 11,40 Sim
G 80,75 6,89 Sim 5050 800 N&o 27,25 27,36 Sim
H 82,75 152 Sim 5450 16,72 Sim 26,25 19,02 Sim
Médiageral 8411 621 Sim 57,25 10,64 Sim 26,60 20,86 Sim
ReferénCia—  g30 509 . 6453 461 - 2782 462 -
Rolo papel
Germinagdo g, - Sim 63,00 - Sim 26,00 - Sim
em arela

CV: coeficiente de variacdo entre repeticdo; CR: compatibilidade com o resultado de
referéncia de acordo com a Tabela 18.11 das RAS (Brasil, 2009).
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Tabela 14. Estatisticas de repetitividade, reprodutibilidade e R&R obtidos pela
analise de variancia com dois fatores, de acordo com Brandéo (2013)
de um ensaio interlaboratorial de resultados de teste de germinagéo
com sementes de limao-cravo (Citrus limonia).

e '~ 1
Variavel Repetitividade Reprodutibilidade R&R C'ascs\'f'ca‘?ao

R&R
Variancia (¢?) 31,70 9,82 41,52 -
Desvio padréo (S) 5,63 3,13 6,44 -
Contribuicdo (%) 5,35 1,66 7,00 -
Coeficiente de Variacao 10,06 5,60 11,51 Otimo*
(V)

! Classificacdo do coeficiente de variacdo de R&R de acordo com Brand&o (2013) para
germinacéo média dos lotes utilizados no interlaboratorial (até 60%).
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Protrusao
da raiz

Desenvolvimento
da Raiz

Emissao do
epicoétilo

Alongamento
do epicétilo

Abertura
das folhas

Figura 1. Germinacdo de sementes de tangerina Cledpatra (Citrus reshni) —

desenvolvimento deste, a protrusdo da raiz até a expanséo das folhas
primarias.
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1 mm

Figura 2. Plantula de tangerina Cledpatra (Citrus reshni) A. Epicétilo e folhas
primarias verde-escuro com presenca de glandulas de o¢leo; B.
Epicotilo, folhas primarias e gema apical com pequenos tricomas e
glandulas de 6leo; C. Corte transversal do epicétilo; D. Detalhe do
corte transversal do epic6tilo mostrando glandula de 6leo e um
tricoma.
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Figura 3. Cortes transversais da raiz da plantula de tangerina Cledpatra (Citrus
reshni) A e B. Regido distal, proxima ao apice; C e D. Regido
mediana; E e F. Regido proximal ao hipocétilo.
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folhas

gema apical

¢ epicotilo

cotiledones <——— no cotiledonar

hipocétilo

1 raiz primaria

Figura 4. Plantula de citrumelo (Citrus paradisi x Poncirus trifoliata) com todas
as estruturas essenciais (fundo com quadriculado 5 x 5 mm).
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Figura 5.

whoa,

Plantulas anormais de porta-enxertos de citros, mostrando defeitos na
raiz, sendo A. Raiz bifurcada e infeccionada, B. Bifurcada e com

calos C. Apenas raizes secundarias e D. Raiz atrofiada. Quadriculado
10 x 10mmemBe5mx5memCe D.
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Figura6. Plantulas anormais de porta-enxertos de citros, mostrando A.
Despigmentacdo, B. Epicotilo em lago, C. epicétilo em laco e sem
raiz e D. Parte aérea pouco desenvolvida ou ausente e raiz ndo
desenvolvida. Quadriculado 5mm x 5mm.
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Figura 7. Plantulas de tangerina Cledpatra (Citrus reshni) com estrutura andmala
A. Raiz verde, com rachaduras superficiais e apice escurecido. B.
Corte transversal da raiz andbmala. C. Corte longitudinal da raiz
anomala.
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Figura 8. Parte aérea de plantulas de porta-enxertos de citros, mostrando
variagdes no numero de folhas, sendo duas em A e D (ocorrem,
geralmente, em tangerina Cledpatra e limao-cravo) e trés ou mais em
B, C, E e F e apresentar diferencas no formato (ocorrem, geralmente,

em citrumelo e trifoliata).





