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RESUMO GERAL

Em funcdo da importancia das espécies de laurdceas nas formacdes
florestais brasileiras, este trabalho teve como objetivo estudar o comportamento de
sementes de Cryptocarya aschersoniana durante a secagem e 0 armazenamento e
caracterizar o banco de sementes no ambiente original da espécie e em drea
antropizada. O experimento foi conduzido em trés anos, sendo as sementes, apds
beneficiadas, secas até atingirem umidades pré-determinadas, quando foram
avaliadas umidade, germinacdo, estrutura celular (por microscopia de varredura e
Optica com testes histoquimicos para amido e lipideos), padrdo eletroforético de
proteinas resistentes ao calor e das enzimas esterases e peroxidase e quantificados
aglcares e lipideos. O armazenamento foi realizado em camara fria (5°C/40% UR)
com sementes sem secagem e com pré-secagem até 35% de grau de umidade, em
dois anos. Aos 0, 3, 6 e 12 meses foram testadas germinacdo e umidade,
acompanhadas de andlises da ultraestrutura e microscopia dptica com reacio para
amido, lipideos e compostos fendlicos. O banco de sementes foi induzido no sub-
bosque de uma floresta sendo no segundo ano também testado em condic¢do de
borda antropizada. As amostras, individualizadas em redes de nylon, foram
enterradas sendo retirada uma a cada més para avaliacdo da umidade, germinacio,
sementes dormentes e mortas. No segundo ano, foi analisada a umidade do solo
nos dois ambientes. Os dados foram analisados e comparados com dados de
precipitacdo e temperatura. Os resultados encontrados permitem concluir que
sementes dessa espécie comecam a perder a viabilidade quando secas abaixo de
28,1% de umidade, sendo a umidade letal entre 21,5 e 18,1 %. A perda da
viabilidade durante a secagem parece estar ligada aos danos sobre o sistema de
membrana por oxidacao dos lipideos. As sementes sdo dormentes no momento da
dispersdo e a secagem de poucos pontos percentuais ajuda na sua superagdo. No
armazenamento, foi possivel verificar que, se mantidas dmidas e a 5°C, as
sementes suportam O armazenamento por pelo menos 12 meses e tém sua
dorméncia superada. Imagens sugerem consumo de reservas durante o
armazenamento. No banco de sementes em ambiente natural da espécie, foi
possivel verificar que as mesmas se adaptaram para superar a fase desfavordvel
para o estabelecimento das plantulas em funcdo da dorméncia e de algum
mecanismo que minimiza as perdas de dgua, garantindo sua sobrevivéncia no
banco por cerca de 180 dias, quando as condi¢des parecem favorecer a
germinacdo. Em drea antropizada, as sementes germinaram pouco e as plantulas
ndo encontraram condi¢des de se estabelecer, o que evidencia a importancia da
manuteng¢do de dreas de mata nativa para a perpetuaco da espécie.

Palavras-chave: Canela-batalha. Tolerancia a desseca¢do. Banco de sementes.
Lauraceae.



GENERAL ABSTRACT

Due to the importance of Lauraceae species in Brazilian forests, this
study aimed to investigate the behavior of Cryptocarya aschersoniana seeds
during drying and storage and characterize the seed bank in its natural habitat
and in an altered area. The experiment was carried out during three years with
seeds dried until predetermined moisture content when the following was
evaluated: moisture content, germination, cell structure (through scanning and
optical microscopy, histochemical tests for lipids and starch), quantifying of
sugars and lipids, and electrophoretic pattern of heat resistant protein and
enzymes esterases and peroxidase. Seeds were stored at 50C and 40% RH either
without drying and after pre-drying to 35% moisture content, in two consecutive
years. At 0, 3, 6 and 12 months were evaluated germination and moisture
content, as well as analyzes of ultrastructure and optical microscopy with
reaction to starch, lipids and phenolic compounds. The seed bank was induced in
two consecutive years on the understory of a forest, and in the second year also
on an anthropic edge. Seeds were put in individualized nylon nets and buried,
being sampled each month for evaluation of moisture content, germination,
dormant and dead seeds. In the second year soil moisture was analyzed in both
environments. The data were analyzed and compared with data on precipitation
and temperature. The results allow us to conclude that seeds start to lose
viability when dried below 28.1% moisture content, with lethal moisture content
between 21.5 and 18.1%. The loss of viability during drying appears to be linked
to damage to the membrane system by oxidation of the lipids. The seeds are
dormant at the time of dispersal and mild drying help in overcoming it. In
storage, it was observed that, if kept moist and at 50C, they support storage for
at least 12 months and have overcome their dormancy. Images suggest
consumption of reserves during storage. In the seed bank in the natural
environment of the species, it was verified that they have adapted in order to
overcome unfavorable season for seedling establishment due to the dormancy
and some mechanism that minimizes water loss, ensuring their survival in the
bank for about 180 days, when conditions appear to favor germination. In the
altered edge, the seeds germinated but the seedlings did not find conditions to
establish, which highlights the importance of maintaining native forests for
perpetuation of the species.

Keywords: Seed dormancy. Desiccation tolerance. Seed bank. Lauraceae.
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PRIMEIRA PARTE

Introducao Geral

1 INTRODUCAO

A familia Lauraceae é uma das mais expressivas nas formacdes
florestais brasileiras, com espécies frequentemente encontradas em matas
ciliares remanescentes da regido Sudeste do Brasil. Varias espécies dessa familia
encontram-se classificadas no grupo ecoldgico das climax e apresentam
producdo irregular de sementes. Os poucos estudos existentes sugerem que, para
vérias espécies desse grupo, as sementes sejam sensiveis a dessecagdo, além de
apresentarem indicios de dorméncia, tipo de relato que tem sido frequente para
sementes dispersas com alto teor de d4gua e que apresentam certa sensibilidade a
dessecac@o, como é o caso de sementes de uma das espécies de Lauraceae,
Cryptocarya aschersoniana (CARVALHO, 2006). Curiosamente, em sementes
dessa espécie, hd um segundo incremento nos valores de germinacdo apds o
armazenamento a 5°C, como verificado em trabalhos anteriores (CARVALHO,
2000, 2006).

Comportamentos como esses podem ser resultados de diferentes
estratégias encontradas pelas espécies ao longo da evolucdo, dando melhores
condicdes de propagacdo para as mesmas no ambiente natural. No entanto, essas
adaptagdes, muitas vezes, representam uma dificuldade a mais na manipulagcio
das sementes, dificultando sua utilizacdo e armazenamento. Assim, torna-se de
fundamental importancia entender como as sementes se comportam apds a
dispersdo no ambiente de origem e entender suas limitagdes.

Os objetivos deste trabalho foram caracterizar as alteracdes fisioldgicas

e celulares em sementes de Cryptocarya aschersoniana durante a secagem e o
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armazenamento e avaliar o comportamento das mesmas em condi¢des de banco

de sementes.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Familia Lauraceae

Estima-se que a familia Lauraceae englobe entre 2500 e 3000 espécies
divididas em 42 géneros, dispersas nas regides tropicais e subtropicais do mundo
(MARQUES, 2001), sendo que, somente no continente americano Sao
encontrados 27 géneros, totalizando pelo menos 1000 espécies (FERREIRA-
PEREIRA, 2009). Desse total, 52 espécies em 12 gé€neros apresentam interesse
econdmico, com usos na culindria, construcdo civil, marcenaria, industria
quimica e na medicina popular (MARQUES, 2001). A familia aparece em
grande parte dos levantamentos floristicos nos remanescentes florestais no Sul
de Minas Gerais (OLIVEIRA FILHO, 2010) e dentre as espécies, pode-se
destacar Cryptocarya aschersoniana, também conhecida como canela-batalha,
uma espécie que ocorre em florestas pluviais de Minas Gerais ao Rio Grande do
Sul (LORENZI, 1998).

Sementes de algumas espécies da familia Lauraceae, incluindo a citada,
tém sido frequentemente classificadas como nao ortodoxas (CARVALHO, 2000,
2006; CARVALHO et al., 2008; PIRES et al., 2009). Além disso, pesquisas com
sementes de Lauraceae normalmente relatam uma germinag@o lenta, distribuida
no tempo, indicando ocorréncia de dorméncia (CARVALHO, 2006;
MUXFELDT et al., 2012).

Apesar de baixa germinacdo inicial, estudos prévios com sementes de
Cryptocarya aschersoniana relatam incrementos significativos no total de
germinacdo apds as sementes passarem por pequena reducdo no grau de
umidade (DAVIDE; TONETTI; CARVALHO, 1999; MUXFELDT et al., 2012).
Outra melhoria nos resultados de germinagdo € observada quando as sementes

sdo armazenadas umidas a 5°C, sendo que o mdximo de germinagdo foi atingido



15

com sementes de Cryptocarya aschersoniana ap6s 60 dias nessa condi¢do
(DAVIDE; TONETTI; FARIA, 2000), Persea pyrifolya apés 90 dias
(CARVALHO, 2000), Nectandra nitidula e Nectandra lanceolata,
respectivamente apds 90 e 180 dias de armazenamento (CARVALHO, 2006).
Informagdes como essas, aliadas ao fato de que a dispersao das sementes
de C. aschersoniana ocorre entre fevereiro e abril (LORENZI, 1998), estacdo
chuvosa nas regides de origem, compdem um panorama pouco comum que
merece maior investigacdo na tentativa de entender os mecanismos que regulam

a estratégia reprodutiva da espécie.

2.2 Tolerancia a dessecacao

Tolerancia a seca € a capacidade de enfrentar quantidades subdtimas de
dgua e ndo secagem ou equilibrio com o ar seco (MARCOS FILHO, 2005), ja
tolerancia a dessecagdo € a habilidade de um organismo recuperar suas funcdes
bioldgicas normais ao absorver dgua novamente, apds entrar em equilibrio
higroscépico com o ar seco (ALBERT; OLIVER, 2002), e sobreviver apds um
equilibrio higrostidtico com uma umidade relativa abaixo de 50% (WALTERS,
2000), incluindo estratégias de sobrevivéncia em auséncia praticamente
completa de 4gua (MARCOS FILHO, 2005).

Nao se sabe ao certo como algumas espécies vegetais, ou mais
comumente, suas sementes, se tornaram tolerantes a dessecacdo. O mais aceito é
que a tolerincia a dessecacdo em sementes € considerada uma evolucido da
sensibilidade (PAMMENTER; BERJAK, 2000a; TWEDDLE et al., 2003). Essa
teoria se baseia no fato de que a condi¢do encontrada pelos vegetais primitivos
era de ambiente imido, que ndo exerceu nenhuma pressdo sobre as sementes
para que elas evoluissem para tolerantes a dessecacio (PAMMENTER;

BERJAK, 2000a), e se apoia na ocorréncia de sementes com sensibilidade a
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dessecacdo em espécies tipicas de ambientes imidos (HONG; ELLIS, 1996;
TWEDDLE et al., 2003), que pelo fato de estarem prontas para germinar assim
que s@o dispersas, conseguem otimizar a germina¢do em regides com alguma
sazonalidade (TWEDLE et al., 2003).

No entanto, outra teoria afirma que ndo hd relacio filogenética para a
caracteristica, isso porque sdo encontradas sementes sensiveis e tolerantes tanto
em gimnospermas como angiospermas e grupos basais, primitivas ou evoluidas,
considerando apenas a sele¢do promovida pelo ambiente, que entdo direcionou
as espécies para os diferentes habitats (PAMMENTER; BERJAK, 2000b).

Além de espécies tipicas de regides tropicais, sementes sensiveis a
dessecac@o também podem ser encontradas em espécies de regides temperadas
que apresentam dispersdo no outono-inverno (FONSECA; BARONE, 2003),
sendo que para essas ultimas, sob baixas temperaturas, a perda de dgua no
ambiente é reduzida, diminuindo o risco de morte por dessecacdo. Geralmente
sementes sensiveis de espécies de regides temperadas sdo mais tolerantes a
dessecacdo e tem maior longevidade que as de origem tropical (PAMMENTER;
BERJAK, 2000a, 2000b).

Quanto as caracteristicas fisicas, sementes sensiveis sdo geralmente
grandes (TWEDDLE et al., 2003), ovais ou esféricas (HONG; ELLIS, 2002), e o
fato de serem volumosas € interessante para a manutencdo da viabilidade, pois
reduz a velocidade de perda de dgua (PAMMENTER; BERJAK, 2000b) e
garante as reservas necessdrias para o crescimento rdpido em condicdes de
pouca luminosidade (TWEDLE et al., 2003).

A sensibilidade/tolerancia a dessecacdo em sementes é varidvel entre as
espécies, sugerindo a existéncia de um continuo de tolerdncia, com sementes
altamente tolerantes, ou ortodoxas, em um extremo, € sementes altamente
sensiveis, ou recalcitrantes, em outro (FARRANT et al., 1996; PAMMENTER;
BERJAK, 2000b).
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2.3 Aquisicao da toleridncia a dessecacao

Em sementes ortodoxas, a aquisicdo da tolerdncia a dessecacdo ocorre
ao longo do desenvolvimento, antes da secagem da maturacdo, na qual, as
sementes podem perder até 95% do conteddo de dgua original até o momento da
dispersdo. Essa secagem pode comegar com um mecanismo passivo de perda de
dgua por evaporagdo na superficie da semente ou por um processo
metabolicamente ativo (KERMODE; FINCH-SAVAGE, 2002). Independente da
forma, a secagem leva a semente a reduzir o metabolismo pouco a pouco, até
que fique quase inativo (NONOGAKI; BASSEL; BEWLEY, 2010), deixando-a
em um estado quiescente, o que permite sua dispersdo em habitats secos ou
sobreviver a periodos de estresses (PAMMENTER; BERJAK, 2000b).

Na fase de acimulo de reservas, mecanismos de protecdo e reparo
precisam ser ativados, preparando a semente para a secagem de maturacio
(NONOGAKI; BASSEL; BEWLEY, 2010) e possibilitando sua sobrevivéncia
em estado seco. Esses mecanismos incluem o acimulo de osmoprotetores,
carboidratos, proteinas LEAs (late embryogenesis abundant) e proteinas de
choque térmico (KRANNER et al., 2010). Como sementes sensiveis a
dessecac@o nao passam pela secagem de maturacdo, podem ter um actimulo
insuficiente de moléculas protetoras, ficando suscetiveis as injuirias por
dessecacdo (KERMODE; FINCH-SAVAGE, 2002) e caso algum mecanismo se
manifeste, pode ser deficiente (PAMMENTER; BERJAK, 1999).

As proteinas LEA, ou proteinas de “maturacdo”, sdo hidrofilicas e
estaveis sob altas temperaturas. Essas moléculas estdo envolvidas na prote¢do do
sistema de membranas da célula, juntamente com os agtcares soldveis
(principalmente sacarose, estaquiose e rafinose), que comecam a se acumular
antes da secagem. Esses tltimos contribuem com a estabilidade das membranas

(LEPRINCE; BUITINK, 2010) ao favorecer as relacdes hidrofilicas associadas a
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atividade das proteinas durante a desidratacdo das sementes (MARCOS FILHO,
2005), estando ligados também a longevidade das sementes (PAMMENTER;
BERJAK, 2000b).

Outras caracteristicas, como a desdiferenciacio de organelas,
principalmente de mitocondrias (WALTERS, 2000) ou reducdo dos vacuolos,
tanto pela reducio do volume como pela fragmentacdo de um vaciolo maior em
véarios menores, sdo também indicios de algum grau de tolerdncia a dessecacdo
dos tecidos (MARCOS FILHO, 2005).

Superada a fase de secagem, o sistema de reparo precisa funcionar
durante a reidratacdo para que essas estruturas retomem a configuracdo normal
dando condi¢des para a semente germinar, o que sO € verificado em tecidos
tolerantes a dessecagdo. A estabilidade das membranas € fator decisivo para que
a viabilidade das sementes seja mantida, sendo sua qualidade influenciada pela
atividade de enzimas como isoesterases. Assim, se 0s mecanismos de protecio
das sementes, incluindo a remocdo de perdxidos pela acdo de peroxidases, ndo
forem eficientes, ocorre uma desconfiguracdo do sistema e, com a embebicdo,
este ndo tem condicdes para voltar a exercer suas fun¢des bioldgicas normais e a

semente perde sua viabilidade (MARCOS FILHO, 2005).

2.4 Armazenamento de sementes sensiveis a dessecacao

Quando sementes umidas sdo armazenadas sob condi¢des que
possibilitam o metabolismo, elas podem germinar. Portanto, para serem
armazenadas adequadamente, as sementes precisam ter seus niveis de umidade
reduzidos. A sensibilidade a dessecacdo compromete a conservagdo de sementes
nio ortodoxas, pois as mesmas precisam ser mantidas imidas pelo menos o
suficiente para que o metabolismo ndo seja interrompido (WALTERS et al.,

2001). No entanto, ainda que garantida a umidade suficiente, o tempo que essas
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sementes conseguem se manter vidveis em armazenamento € curto
(KERMODE; FINCH-SAVAGE, 2002), sendo também curta sua longevidade
ecoldgica, ou seja o tempo em que as sementes se mantém vidveis em um banco
de sementes natural (PAMMENTER; BERJAK, 2000b). Espécies com essas
caracteristicas geralmente mantém seus descendentes na forma de banco de
plantulas (PAMMENTER; BERJAK, 2000a), sendo a conservacdo ex sifu de
suas sementes muito dificultada.

Segundo Walters, Hill e Wheeler (2005), existem 5 niveis de hidratacdo
em sementes, sendo a maioria das sementes recalcitrantes dispersas no nivel de
hidratacdo 4 (entre 33 e 41%) quando ainda estdo ativos a sintese de proteinas,
de 4cidos nucleicos, assim como os mecanismos de reparo, direcionando as
sementes para o inicio da germinacdo (MARCOS FILHO, 2005). Algumas
vezes, as sementes sdo dispersas com umidade ainda no nivel 5 (acima de 41%),
nesse nivel de hidratagdo as mesmas podem entrar em processo germinativo
durante o armazenamento. Algumas alternativas t€m sido sugeridas para
desacelerar esse processo, dentre elas o uso de solu¢des osmdticas e a aplicacio
de 4cido abscisico (ABA), principalmente para as sementes muito sensiveis a
dessecacdo (FONSECA; BARONE, 2003).

Quando as sementes toleram uma secagem parcial, pode-se fazer a
remocdo da dgua livre, deixando-as proximas do nivel 4, procedimento que
favorece a manutencdo da viabilidade, baixando as taxas metabdlicas
(WALTERS, 2000; BONJOVANI; BARBEDO, 2008). Outra vantagem dessa
secagem € que, algumas vezes, ela pode provocar um estresse moderado e gerar
alguma resposta positiva nas sementes, como em Inga vera, cujo
armazenamento em temperaturas mais baixas foi favorecido pela pré-secagem
(BONJOVANI; BARBEDO, 2008).

A redugdo da umidade ao nivel 3 (20 a 33%), faixa na qual a maioria das

sementes sensiveis (exceto as extremamente recalcitrantes) podem ser
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armazenadas, mantém a taxa de respiracdo consideravelmente alta e o
metabolismo ativo, mas o sistema de reparo ji ndo funciona perfeitamente
(MARCOS FILHO, 2005; WALTERS; HILL; WHEELER, 2005). Segundo
Walters et al. (2001), nesse nivel de hidratacdo, as sementes sofrem uma
aceleracdo do envelhecimento, o que as leva a morte. E importante lembrar que,
durante o armazenamento, hi necessidade de promover trocas gasosas, o que
diminui o ritmo da deterioracio (FONSECA; BARONE, 2003), mas, a atencdo
especial deve ser dada nesse sentido, pois a aeragdo pode, pouco a pouco, fazer
com que haja perda de umidade (HONG; ELLIS, 2002).

Cada espécie tem suas proprias exigéncias quanto as condicdes de
armazenamento. Geralmente sementes sensiveis a dessecacdo de espécies
tropicais encontram melhores condicdes de manter sua viabilidade, ainda que
por periodos curtos e sob condi¢gdes aeradas, quando mantidas com a umidade de
dispersdao ou com reducdo de 2 a 5 pontos percentuais dessa umidade, em
temperaturas entre 7 e 17°C (HONG; ELLIS, 2002). J4 as originadas de regides
temperadas ou mesmo de regides tropicais com altitudes elevadas, podem ser
armazenadas em temperaturas mais baixas, eventualmente negativas (HONG;
ELLIS, 1996).

Temperaturas baixas reduzem o0s processos metabdlicos e
consequentemente a possibilidade de germinacdo durante o armazenamento
(HONG; ELLIS, 2002), no entanto, mesmo em temperaturas reduzidas, o
metabolismo ainda estd ativo. Dessa forma, as sementes precisariam absorver
quantidades adicionais de dgua para completar o processo de germinacdo. Como
essa dgua adicional ndo estd disponivel, a consequéncia é a perda da viabilidade
(MARCOS FILHO, 2005).

Apds a secagem, a taxa de reidratacdo também € decisiva, nesse sentido,
uma hidratagdo lenta pode prevenir a perda da germinacdo, visto que a medida

que as sementes embebem &dgua lentamente, algum reparo de danos também
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ocorre. No entanto, sementes sensiveis a dessecacdo normalmente t&€m pouca
habilidade de reparar os danos por dessecagdo durante a embebicdo, seja ela

lenta ou rdpida (KERMODE; FINCH-SAVAGE, 2002).

2.5 Dorméncia

Uma semente dormente é aquela que, mesmo vidvel, ndo germina em
um periodo de tempo especifico, mesmo que as condi¢cdes ambientais sejam
favordveis para a espécie (BEWLEY, 1997; BASKIN; BASKIN, 2004), sendo
que a semente pode estar embebida e metabolicamente ativa, mas algum
mecanismo a impede de completar a germinacdo (BEWLEY et al., 2013).

A ocorréncia da dorméncia surgiu como uma defesa das sementes contra
variacdes do ambiente, promovidos por diferentes recursos que dificultam sua
atividade metabdlica normal, representando uma estratégia que os vegetais
encontraram para favorecer a continuidade da espécie (MARCOS FILHO,
2005). A ocorréncia de dorméncia em sementes inclui adaptacdes das espécies
para superar condi¢des adversas e distribuir a germinagao no tempo (BASKIN;
BASKIN, 2004), dando as sementes e plantulas melhores chances de
sobrevivéncia a condicdes de estresse e ataque de predadores (BEWLEY et al.,
2013).

Segundo Baskin e Baskin (2004) as principais formas de dorméncia
podem ser resumidas em dorméncia fisioldgica: causada por um desbalanco
hormonal entre promotores e inibidores de germinagdo que € subdividida em 3
niveis: ndo profunda, intermedidria e profunda; dorméncia morfolégica:
caracterizada geralmente pelo embrido bem formado, mas que se apresenta com
tamanho reduzido em relacdo a semente e, apés a dispersdo, ele apenas precisa
crescer antes de germinar; dorméncia morfofisiolégica: parecida com a anterior,

porém o crescimento do embrido € controlado fisiologicamente por balango
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hormonal; dorméncia fisica (ou tegumentar): causada por impermeabilidade do
tegumento a 4dgua ou a gases; dorméncia combinada: geralmente engloba
caracteristicas de dorméncia fisica com componentes de dorméncia fisioldgica.

As formas de superacdo da dorméncia estdo normalmente ligadas as
condicdoes encontradas pelas plantas no ambiente natural, durante a
estacdo/periodo desfavordvel, seguida pela favordvel, para germinacdo e
crescimento inicial das plantulas. Por exemplo, sementes de espécies tipicas de
regides temperadas, que apds dispersas precisam suportar o inverno, passar
meses sob baixas temperaturas, ou mesmo congeladas, sendo que a passagem
pelo frio promove a superagdo da dorméncia e dd condi¢des para que a
germinagao ocorra quando as temperaturas se apresentam favoraveis (BEWLEY
et al, 2013, FONSECA; BARONE, 2003; HONG; ELLIS, 2002;
PAMMENTER; BERJAK, 2000a). Exigéncias parecidas podem também
aparecer em sementes de espécies tropicais de regides de maiores altitudes,
sendo possivel nesses casos, a ocorréncia de dorméncia e sensibilidade a
dessecacdo simultaneamente (HONG; ELLIS, 2002). Segundo Twedle et al.
(2003), 24,8% das espécies tropicais ndo pioneiras apresentam algum tipo de
dorméncia.

A ocorréncia da dorméncia em sementes, muitas vezes indesejdvel na
drea agricola, pode garantir a germinag@o ao longo do tempo, em uma populacio
de sementes (BEWLEY et al., 2013), sendo fundamental na manutencido de
bancos de sementes nativas. Segundo Garwood (1989), existem sete tipos de
banco de sementes, considerando ecossistemas tropicais. Em todos eles, a
dorméncia exerce papel decisivo na dindmica dos bancos, garantindo a

sobrevivéncia das sementes, logo a perpetuacdo das espécies.
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3 CONSIDERACOES GERAIS

Este trabalho € composto por trés artigos que tratam do comportamento
das sementes de Cryptocarya aschersoniana, objetivando fazer uma conexao do
comportamento das sementes com o ambiente original da espécie.

No primeiro artigo, foi estudada a sensibilidade a dessecacdo, sendo
possivel verificar que as sementes tém sua viabilidade comprometida quando
secas abaixo de 28,1% de grau de umidade. Elas sdo dormentes no momento da
dispersdo, sendo que a secagem de poucos pontos percentuais ajuda na sua
superagdo. H4 indicios de que uma das causas da perda da viabilidade durante a
secagem estd ligada aos danos provocados sobre o sistema de membranas por
oxidagao dos lipideos insaturados, comuns na composi¢@o dessas estruturas.

O segundo artigo trata do armazenamento de sementes, sendo possivel
verificar que as mesmas, quando mantidas uUmidas em embalagens
semipermedveis a 5°C, ndo s6 suportam o armazenamento por pelo menos 12
meses, como também tém sua dorméncia superada. Durante o armazenamento,
fica evidente o consumo de reservas que podem, em um prazo maior, serem
esgotadas, comprometendo a viabilidade das sementes. Houve aumento na
quantidade de compostos fendlicos nos tecidos dos cotilédones, no entanto, o
estudo nio contemplou as possiveis causas ou consequéncias desse aumento.

O terceiro artigo trata do acompanhamento de bancos de sementes
induzidos no ambiente natural da espécie e em area antropizada. Foi possivel
verificar que as sementes sdo eficientes em superar uma fase desfavordvel para
desenvolvimento das plantulas, em fun¢do de sua dorméncia e adaptacdo, de
forma a minimizar as perdas de 4gua, garantindo condi¢des necessdrias para
sobrevivéncia das mesmas no banco. Isso s6 foi verificado no banco induzido no
habitat florestal, evidenciando a importincia da manutencdo de dreas de mata

nativa para a perpetuagdo da espécie.
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SEGUNDA PARTE - ARTIGOS

ARTIGO 1

Comportamento fisiologico de sementes de Crypftocarya aschersoniana

submetidas a secagem
RESUMO

Sementes de Cryptocarya aschersoniana, assim como de outras espécies
da familia Lauraceae, tém sido frequentemente relatadas como sensiveis a
dessecacdo, fato que dificulta sua conservacdo ex-situ. Este trabalho teve o
objetivo estudar as mudancas que ocorrem durante a secagem dessas sementes.
Sementes colhidas em trés anos foram beneficiadas e secas a 20°C, em caixas
contendo silica-gel (UR entre 13,5 e 40%) até atingirem as umidades-alvo de 40,
35, 30, 25 e 20%. Para as sementes recém-colhidas e a cada ponto de secagem
foram retiradas amostras das sementes e realizados testes de umidade
103°(£2°C)/17(£1h), e germinagdo, entre areia autoclavada, sob temperatura
constante de 25°C, por até 120 dias. Foram feitas anédlises celulares por
microscopia de varredura e microscopia otica (com reagdes para lipideos e amido),
determinados o padrao eletroforético de proteinas resistentes ao calor e de enzimas
(esterases e peroxidase) e quantificados acticares e lipideos. Os resultados
permitiram concluir que sementes de Cryptocarya aschersoniana sao sensiveis a
dessecacdo e, dentro das condigdes testadas, o grau critico de umidade se situa
entre 28,1 e 26,3 e o grau letal entre 21,5 e 18,1%. Elas sdo dispersas dormentes,
sendo essa dorméncia, em parte, superada por secagem parcial, respeitando-se o
limite minimo de 28,1% de umidade. Essas sementes possuem alguns sistemas de
protecdo a dessecacdo como sintese de proteinas resistentes ao calor e aumento
nas concentragcdes de sacarose e rafinose durante a secagem artificial, no entanto,
esses sistemas ndo foram eficientes para proteger as sementes de danos causados
pela dessecacdo mais intensa. As isoformas para estererase e peroxidase foram
eficientes ao indicar a perda da qualidade das sementes quando elas se
aproximaram do grau critico de umidade e sugerem que essa alteragdo nos padrdes
estd ligada a danos irreversiveis no sistema de membranas. As imagens obtidas s6
permitiram verificar mudangas no ponto em que as sementes ji se encontravam
totalmente invidveis.

Palavras-chave: Lauraceae. Tolerdncia a dessecacdo. Membranas. Eletroforese
de enzimas.
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ABSTRACT

Physiological behavior of Cryptocarya aschersoniana seeds subjected
to drying. Seeds of Cryptocarya aschersoniana, as well as other species in the
family Lauraceae, have often been reported as sensitive to desiccation, which
makes their ex-situ conservation difficult. This study aimed to investigate the
changes that occur during drying of these seeds. Seeds harvested at three years
have been processed and dried at 20°C in drying box containing silica gel (RH
from 13.5 to 40%) to achieve the target seed moisture contents of 40, 35, 30, 25
and 20%. Samples of fresh seeds and in each target moisture content were taken
for evaluating moisture content (103°C + 2°C/17h), and germination (in
autoclaved sand, 25°C for up to 120 days). Cellular analyzes were performed by
scanning electron microscopy and optical microscopy (with reactions for lipids
and starch). The electrophoretic pattern of heat resistant proteins and enzymes
(esterases and peroxidase) was determined and quantified sugars and lipids. The
results showed that seeds are sensitive to desiccation and, under the conditions
tested, the critical moisture content is between 28.1 and 26.3%, with the lethal
moisture content between 21.5 and 18.1%. Seeds are dormant at dispersal, and
this dormancy is partly overcome by mild drying. These seeds have some
protection systems against desiccation as synthesis of heat resistant protein and
increasing of concentrations of sucrose and raffinose during artificial drying,
however, these systems were not effective in protecting seeds from damage
caused by desiccation more intense. Isoforms for estererases and peroxidase
were effective in indicating the loss of seed quality when they approached the
critical moisture content, suggesting that this change in patterns is linked to
irreversible damage to the membrane system. The images obtained allow to
verify changes only at the point at which the seeds were already totally unviable.

Keywords: Lauraceae. Desiccation tolerance. Membranes. Electrophoresis of
enzymes.
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1 INTRODUCAO

A familia Lauraceae aparece em grande parte dos levantamentos
floristicos nos remanescentes florestais no Sul de Minas Gerais, realgcando
também sua importancia ecoldgica (OLIVEIRA FILHO, 2010). Dentre as
muitas espécies da familia, merece destaque Cryptocarya aschersoniana
(canela-batalha), uma espécie climax comum em florestas pluviais de Minas
Gerais ao Rio Grande do Sul (LORENZI, 1998; OLIVEIRA FILHO, 2010).

Sementes dessa espécie, assim como outras da familia Lauraceae, t€m
sido frequentemente classificadas como sensiveis a dessecacdo (CARVALHO,
2000, 2006; CARVALHO et al., 2008; THAPHIYAL; PHARTYAL; NAYAL,
2004) o que dificulta o manuseio das mesmas, comprometendo a conducdo de
pesquisas com a espécie e seu armazenamento e, consequentemente a
disponibilidade de sementes, levando a um gargalo na producdo de mudas de
qualidade.

De modo geral, sementes sensiveis a dessecacdo sdo comuns em
espécies tipicas de regides tropicais, onde as caracteristicas do ambiente original
ndo exigem que as mesmas sejam tolerantes, ja em regides temperadas € comum
a ocorréncia de espécies com sementes recalcitrantes, no entanto com menor
sensibilidade a perda de 4gua (PAMMENTER; BERJAK, 2000a, 2000b;
TWEDLE et al., 2003).

Em sementes ortodoxas, a aquisicdo da tolerdncia a dessecacdo ocorre
ao final do desenvolvimento, fase na qual hi acimulo de reservas e os
mecanismos de protecdo como o a producdo de osmoprotetores, carboidratos,
antioxidantes, proteinas LEAs (late embryogenesis abundant) e proteinas de
choque térmico (KRANNER et al., 2010) s@o ativados, preparando a semente
para a secagem de maturacio e possibilitando sua sobrevivéncia em estado seco.

Em sementes sensiveis, como essas ndo passam pela fase de secagem, esses
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mecanismos podem ndo ser ativados ou, muitas vezes se manifestam de forma
incompleta, gerando um acimulo insuficiente de moléculas protetoras, dando
origem a sementes suscetiveis as injdrias por dessecacdo (KERMODE; FINCH-
SAVAGE, 2002; PAMMENTER; BERJAK, 1999).

Informagdes como essas, aliadas ao fato de que a dispersdo das sementes
de C. aschersoniana ocorre entre fevereiro e mar¢o (LORENZI, 1998), estacdo
chuvosa para as regides de ocorréncia da espécie, compdem um panorama pouco
comum que merece maior investigacio na tentativa de entender os mecanismos
que regulam a estratégia reprodutiva da espécie.

Assim, o objetivo deste trabalho foi estudar o comportamento de
sementes de Cryptocarya aschersoniana durante a secagem, caracterizando as

mudangas que ocorrem ao longo desse processo.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Caracterizacio do material

Frutos maduros (com coloragdo amarela) de Cryptocarya aschersoniana
foram colhidos na regido de Lavras, MG, no més de fevereiro de 2009, 2011 e
2012. O beneficiamento foi sob 4gua corrente, friccionando os frutos sobre uma
peneira até completa remocdo da polpa, sendo consideradas “sementes” as
estruturas de dispersdo, formadas pela semente dentro de um endocarpo lenhoso.
E foram deixadas em camada tnica, ao ar livre, até perda da dgua superficial e
denominadas sementes recém-colhidas, sendo retiradas amostras para a
caracterizagdo inicial do lote, como teste de umidade e germinagdo (todos os
anos colhidos), andlise de imagens (microscopia eletronica de varredura e
microscopia de luz), extracio e quantificacio de lipideos e agticares e andlise de
padrao eletroforético para proteinas resistentes ao calor, esterases e peroxidase

(apenas para sementes colhidas em 2012).

2.2 Secagem

Apés a caracterizacdo inicial, o restante das sementes foi acondicionado
em caixas plasticas contendo silica gel no fundo, em uma sala climatizada
(20°C). A silica gel foi trocada sempre que a cor do indicador de umidade (azul)
se tornou péalida, mantendo uma condicéo interna nas caixas de 20°C e UR entre
13,5 e 40%. Ao atingir as umidades-alvo de 40, 35, 30, 25 e 20%, foram
retiradas amostras das sementes e todos os testes realizados com as sementes

recém-colhidas foram repetidos.
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2.3 Testes realizados

Para caracterizacdo do material e a cada ponto de interesse, foram

realizados os testes ligados a seguir.

2.3.1 Teste de umidade

O teste de umidade foi feito em estufa a 103°(x2°C)/17(x1h), com 4
repeticdes de 5 sementes cada, sendo as sementes cortadas (BRASIL, 2009).
Foram utilizados como recipiente barquetes de papel aluminio e o resultado foi a

média das 4 repeti¢des, calculadas em base imida.

2.3.2 Teste de germinacao

O teste de germinacdo foi feito com 4 repeticoes de 25 sementes,
previamente lavadas em hipoclorito de sédio (1%/10 minutos), entre areia
autoclavada, em bandejas plasticas (27 x 40 cm), conduzido em germinador tipo
Mangelsdorf, a 25°C, com luz continua. Foram consideradas germinadas as
sementes que deram origem a plantulas normais, sendo o teste encerrado quando
houve estabilizacdo da formacdo de plantulas. Ao final do teste, as sementes que
ndo germinaram foram cortadas e imersas em solucdo de tetrazdlio (0,5% por
24h a 25°C) e posteriormente avaliadas, sendo consideradas vidveis as sementes

que apresentaram coloragdo rosea/vermelha, indicando atividade respiratdria.

2.3.3 Analise da ultraestrutura

As amostras foram analisadas quanto a ultraestrutura, por microscopia

eletrénica de varredura, no Laboratério de Microscopia Eletronica/UFLA. As
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amostras foram compostas de 5 sementes cortadas transversalmente na regido do
eixo embriondrio e fixadas em solucdo Karnovsky modificado (glutaraldeido
2,5%; formaldeido 2,5%, em tampao cacodilato de sédio 0,05M, pH 7,2, CaCl,
0,001M) por pelo menos 24 horas. Os espécimes foram cortados com ldmina de
barbear, formando a superficie de observacdo, lavados em &dgua destilada e
desidratados em série crescente de acetona (25, 50, 75, 90 e 100 %), por 10
minutos em cada concentracdo, sendo que as amostras foram mantidas na
concentragdo de 100% por trés vezes. As amostras, jai desidratadas, foram
transferidas para um aparelho de ponto critico modelo (Bal-Tec) para a
evaporacdo da acetona sem perda da conformacao dos tecidos.

As amostras secas foram coladas sobre fita de carbono, em stubs
revestidos com papel aluminio, submetidas ao processo de metalizacdo em um
evaporador de ouro Sputter Coater SCB 050 e examinadas em um Microscopio
Eletrénico de Varredura (LEO EVO 40 XVP), sendo as imagens obtidas na
regido de transicdo do eixo embriondrio para os cotilédones e registradas em
velocidade de 9v. Foram consideradas como padrdo as caracteristicas

encontradas em todas as 5 amostras analisadas para cada ponto.

2.3.4 Testes histoquimicos

As andlises foram realizadas a partir de 5 sementes, em sec¢des manuais
transversais, com auxilio de 1amina de barbear. As amostras, mantendo cortes de
cada semente em separado, foram mantidas em d4gua destilada, sendo
posteriormente transferidas para solugdes especificas, de acordo com a molécula

a ser identificada, conforme descrito a seguir.

Localizacdo de amido
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Os cortes foram deixados em solugdo de lugol “fraca” (0,02% de iodo
livre) por 30 segundos, transferidos diretamente para uma lamina contendo dgua
glicerinada, cobertos com laminula e analisados em microscépio. Areas ricas em

amido foram identificadas pela coloragcdo roxa/negra nas imagens.

Localizacdo de lipideos

Os cortes foram transferidos para uma solu¢do de Sudan (3% em élcool
etilico 70%) e mantidos por 10 minutos. Em seguida foram lavados em dlcool
etilico 70%, transferidos para uma lamina contendo dgua glicerinada, com as
amostras de cada semente individualizadas por lamina, cobertos com laminula e
observadas em microscopio. Areas ricas em lipideos foram identificadas pela
colorag@o laranja.

As andlises foram feitas em um microscépio Olympus BX 51 sendo as
imagens registradas em cdmara Olympus C 5060-ADU utilizando o sistema de
andlise de imagens Image — Pro-plus 5.1, com as observagdes se concentrando
na regido de transicdo do eixo embriondrio com os cotilédones. Como controle
foram analisados cortes sem que passassem por nenhuma solugdo prévia, para

verificac@o do aspecto dos tecidos.

2.3.5 Padrao eletroforético de proteinas resistentes ao calor e enzimas

Foram analisadas 3 repeticoes de 10 sementes cada. Cada semente foi
cortada ao meio (sendo utilizada apenas a parte que continha o eixo
embriondrio), imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e mantidas em
deep freezer (-80°C) até o momento da extra¢do, quando foram maceradas em
almofariz com pistilo, usando nitrogénio liquido durante a maceragéo.

Para a andlise de proteinas resistentes ao calor, foram usados 100 mg de

macerado para 1 mL de solucdo de extragdo (Tris HCI 0,05M pH 7,5). As
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amostras foram centrifugadas a 14000 rpm/30 minutos, o sobrenadante foi
transferido para outro tubo e mantido por 15 minutos a 85°C, apés o qual foi
centrifugado novamente.

Uma aliquota de 70 pL desse extrato (sobrenadante) foi misturada com
40 pL de tampao de corrida (glicerol 12,5%, SDS 1,6mM e azul de bromofenol
0,1% diluidos em Tris HCI 0,05M pH 7,5) e fervida por 5 minutos. Amostras de
50 pL foram aplicadas em canaletas, em gel SDS descontinuo (concentrador a
6,0% e o separador a 7,5% de acrilamida), em duas repeti¢cdes técnicas. O
conjunto foi imerso em tampao de corrida SDS 1X (solucdo de tris base 0,052
M, glicina 0,053M e SDS 0,0035M), no qual foi aplicada uma corrente de 150V
por 7 horas.

O gel foi corado com Comassie Blue 1% (solugdo de 4cido acético 10%
e etanol 50%) por 16 horas, sendo posteriormente descolorido com solucdo de
acido acético 10% e etanol 5%, por 5 horas. As imagens foram comparadas com
o padrdo do marcador (BenchMark ® Protein Ladder Invitrogen) e digitalizadas
usando um escaner (Imagescanner - Amersham Biosciences).

Para extracdo de enzimas, foi utilizado protocolo indicado para sementes
de café, com modificagdes, conforme descrito a seguir.

Peroxidase: foram utilizados 100 mg do macerado diluidos em 250 uL
de tampao fosfato (solu¢do aquosa de fosfato de sédio bibdsico 34 mM, &cido
ascoérbico 5,7 mM, bérax 2,5 mM, sacarose 0,2 M, com 2% de PEG 6000, 2,56%
de PVP e 0,2% de B-mercaptoetanol). Os tubos contendo a mistura foram
agitados em vortex, mantidos em geladeira por 2 horas e centrifugadas 14.000 a
4°C por 30 minutos. Do extrato resultante, foram aplicados 50 uL em gel
descontinuo (concentrador a 6,0% e separador a 7,5% de acrilamida), em duas
repeti¢des técnicas. O conjunto foi imerso em tampao de corrida 1X (solucdo de
tris base 0,052 M, glicina 0,053M), no qual foi aplicada uma corrente de 150V

por 6 horas, sendo a revelacao feita em solucdo de o-dianisidina 0,5 mM, com
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0,03% de peroxido de hidrogénio em tampao acetato de sédio 0,1M pH 4,5, a
37°C por 30 minutos. A imagem foi registrada em um Imagescanner (Amersham
Biosciences).

Para a andlise do padrdo de esterases foram utilizados 100 mg do
macerado diluidos em 250 puL do tampao de extracdo (Tris HCI 0,2M pH 8,0)
com 0,1% de B-mercaptoetanol. Os tubos contendo a mistura foram agitados em
vortex, mantidos em geladeira por 2 horas e centrifugados a 14.000 RPM a 4°C
por 30 minutos. Do extrato resultante, foram aplicados 50 pL em gel
descontinuo (concentrador a 6,0% e o separador a 7,5% de acrilamida), em duas
repeti¢des técnicas. O conjunto foi imerso em tampao de corrida 1X, conforme
ja descrito para peroxidase, no qual foi aplicada uma corrente de 150V por 6
horas, sendo a revelacdo em solucdo 2,6mM de a e B naftil acetato, 4,2mM de
fast blue RR, acetona 5% em tampao Tris-HCI 0,05M (pH 7,1) sob temperatura
de 37°C por 30 minutos.

2.3.6 Quantificacio de aciicares e lipideos

Para extracdo e quantificacdo de lipideos e acucares, foram utilizadas 3
repeticdes de 20 sementes cada, secas em estufa a 40°C/48 horas, maceradas e
congeladas (-20°C) até o momento dos testes. As amostras foram colocadas em
cartuchos de papel-filtro, pesadas e transferidas para conjunto extrator soxhlet
por um periodo de 24 horas, sendo a extracdo realizada a frio, com éter de
petréleo e o resultado expresso em percentagem de lipidios (6leos) extraidos.

O extrato livre de lipideos foi congelado e enviado ao Bio Agro,
localizado no campus da UFV. Foram quantificados glicose, frutose, rafinose e
estaquiose, em aparelho de HPLC (Cromatografia Liquida de Alto desempenho)
marca SHIMADZU, em 3 aliquotas de 20 pl.
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2.4 Analise dos dados

Todos os experimentos foram montados em delineamento inteiramente
casualizado (DIC). Os dados foram testados quanto a normalidade sendo
determinadas as curvas, bem como suas equacdes e determinado o valor de R*
para cada curva apresentada, em cada varidvel de interesse, pelo Pacote

Estatistico R.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Sementes recém-colhidas, com grau de umidade acima de 45%,
apresentaram, em geral, baixos valores de germinacio, ndo ultrapassando 30%,
sendo que a maioria das sementes vidveis ainda estava dormente ao final de 120
dias em condi¢do de germinacdo (Figura 1A, 1C e 1E). Com a dessecag@o das
sementes, os valores de germinacdo (exceto para o lote de 2009) foram
diferentes significativamente (Figura 1A, 1C e 1D) e tenderam a aumentar,
assim como a velocidade de germinacdo (Figura 1B, 1D e 1F), indicando que,
dentro de uma faixa definida de grau de umidade, ha superagdo de alguma forma
de dorméncia, explicada pela queda na contagem de semente dormentes e maior
germinacdo acumulada (Figura 1B, 1D e 1F), que, conforme ressaltado por
Bewley et al. (2013), é uma indicacio da supera¢do de dorméncia. Esse tipo de
comportamento € geralmente observado em sementes de espécies climax de
regides temperadas ou originadas de regides subtropicais com maiores altitudes
(FONSECA; BARONE, 2003; PAMMENTER; BERJAK, 2000a, 2000b).

Com o avanco da secagem, até proximo a 30% de umidade, maiores
percentuais de germinagdo foram obtidos, além de maior velocidade (Figura 1B,
D e F), queda na incidéncia de dorméncia e praticamente nenhuma alteracio na
contagem de sementes mortas ao final do teste de germinacdo. No entanto, com
o avanco da secagem até uma umidade inferior a 30%, os valores de viabilidade
(considerando germinagdo e sementes dormentes) caem rapidamente, chegando
a valores préximos de zero com umidade ainda acima de 20%, sendo encontrado

nesse ponto, o percentual maximo de sementes mortas.
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Figura 1 Comportamento de sementes de canela-batalha (Cryptocarya

aschersoniana) colhidas em 2009, 2011 e 2012, em fungdo de
diferentes graus de umidade. A, C e E: percentuais finais obtidos
ap6s 120 dias em condi¢des de germinacdo. B, D e F: percentual de
germinacdo acumulada. Germinagdo: 2009: NS; 2011: y=-
86,6096+7,688x-0,1239x2 (R2=0,90); 2012: y=-105,7266+7,9754x-
0,1101x2  (R2=0,52). Sementes dormentes: 2009: y=-
221,0345+12,923x-0,1432x2 (R2=0,77); 2011: y=-
49,39+2,965x(R2=0,90); 2012: y=-13,9854+0,7974x (R2=0,87);
Sementes mortas: 2009: y=426,1072-211732x-0,2746x2
(R2=0,86);2011: y=226,1267-9,826x+0,1114x2(R2=0,80); 2012:
y=201,55121-7,57451x+0,09233x2(R2=0,95). x = umidade (%).
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Esses resultados estdo de acordo com os obtidos anteriormente para a
mesma espécie por Muxfeldt et al. (2012), sendo que Hirano (2004) sugere que
o grau critico de umidade (ponto a partir do qual hd reducdo significativa da
viabilidade) para sementes dessa espécie € entre 31,1 e 27,5% e o grau letal
(ponto no qual ha perda total da viabilidade) entre 25,8 e 22,8 % de umidade.
Virios trabalhos com sementes de algumas espécies da familia Lauraceae,
incluindo a do presente estudo, as classificam como sensiveis a dessecag¢do
(CARVALHO, 2000; CARVALHO et al., 2008; MUXFELDT et al., 2012;
PIRES et al., 2009; THAPHIYAL; PHARTYAL; NAYAL, 2004; TONETTI,
2000).

Espécies com sementes sensiveis a dessecacdo sdo tipicas de regides
tropicais, mas também ocorrem em regides temperadas ou regides com maiores
altitudes que apresentam dispersdo no outono-inverno (FONSECA; BARONE,
2003). Nesses casos, sob baixas temperaturas, hd também uma menor perda de
dgua, reduzindo o risco de morte por dessecacdo. Sementes sensiveis de espécies
de regides temperadas sdo geralmente mais tolerantes a dessecacio e tem maior
longevidade que as de origem tropical (PAMMENTER; BERJAK, 2000a,
2000b).

Ao longo da secagem, foi possivel observar que as células
aparentemente nio sofreram modificacdes fisicas até o grau de umidade letal,
sendo as modifica¢des observadas apenas quando as sementes jd se encontravam
invidveis, quando entdo as células perdem a configuracio normal, exibindo
dobras nas paredes celulares, bem como uma redugcdo do conteido celular
(Figura 2B). De acordo com Walters (2000), somente apds atingir o grau critico

€ que os tecidos comecam a exibir dano aparente nas células.
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Figura 2 Imagem de microscopia eletronica de varredura da regido de transicao
do eixo embriondrio com os cotilédones de sementes de Cryptocarya
aschersoniana. A: semente recém-colhida, com 49,4% de umidade; B:
semente seca até 18,4% de umidade (barra = 20 um)

A condi¢do das membranas também pode ter sido comprometida, o que,
apesar de ndo ser visivel nas imagens, ¢ indicado pelo aumento das bandas no
padrdao de esterase observado ao longo da secagem (Figura 3A). A atividade
dessa enzima estd diretamente ligada a perda da capacidade de estabilizacdo das
membranas e sua alteracdo nos tecidos indica perda da qualidade das mesmas
(MARTINS et al., 2012; PADILHA et al., 2001). A acdo dessa enzima pode
levar a destrui¢do dos lipideos das membranas, oxidagdo de aminodcidos,
degradacdo de DNA e proteinas e producdo de radicais livres levando a
formacao de aldeidos téxicos (MARCOS FILHO, 2005).

Quanto ao padrdao de peroxidase, a medida que a secagem avancou,
houve intensificacio das bandas (Figura 2B). O aumento de uma atividade
antioxidante pode estar ligado a alta atividade respiratéria dos tecidos ainda
muito hidratados (MARTINS; LAGO; SALES, 2009). A maior intensidade das
bandas também pode ser um reflexo do estresse iniciado pela secagem, e as
sementes, na tentativa de contornar os danos oxidativos, aumentam a
expressdo/atividade de algum sistema, tentando proteger as células dos efeitos
nocivos de radicais livres (LEPRINCE; BUITINK, 2010; MARTINS et al,,

2012).
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(21dias 38 dias)
49.4% 44,2% 40,0% 33,4% 28.1%* 25,4% 18,4%** 42,7% 50,5%

B

Figura 3 Padrio eletroforético para esterases (A) e peroxidase (B) extraidas de
sementes de Cryptocarya aschersoniana em diferentes pontos de
secagem 21 e 38 dias = sementes deixadas em umidade inicial pelos
tempos para secagem a 28,1% (*) e 18,4% (**) de umidade.

Quanto ao padrdo eletroforético para proteinas resistentes ao calor,
pode-se observar que a presenca de bandas s6 foi notada apds o inicio da
secagem (Figura 4). Assim, no momento da dispersdo elas estdo praticamente
ausentes e a medida que a semente ¢ submetida a dessecacdo, a sintese das
mesmas ¢é intensificada, indicando que, com o inicio da secagem, algum sistema
de protecdo ¢é ativado. Isso pode ser resultado indireto do acimulo de outras
moléculas protetoras culminando na tentativa de ajustar o potencial osmético das
células (LEPRINCE; BUITINK, 2010). Padroes como esse sdo observados em
sementes ortodoxas durante as fases finais do desenvolvimento, sendo
frequentemente associados a aquisic@o de tolerancia a dessecacio (WALTERS,

2000).
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(21dias 38 dias)

Figura 4 Padrao eletroforético para proteinas resistentes ao calor extraidas de
sementes de Cryptocarya aschersoniana em diferentes pontos de
secagem 21 e 38 dias = sementes deixadas em umidade inicial pelos
tempos para secagem a 28,1% (*) e 18,4% (**) de umidade.

Como essas sementes s@o dispersas sem passar pela fase de secagem, os
genes ligados as LEAs estariam presentes, mas nio teriam sido ativados, assim
como de outras proteinas de choque térmico (KRANNER et al., 2010), que no
padrao encontrado também aumentam de intensidade, reforcando a ideia de
algum sistema de protecdo foi ativado quando as sementes passaram pela
secagem artificial, mas, conforme ressaltado por Pammenter e Berjak (1999),
varios outros sistemas estdo envolvidos na tolerancia a dessecacdo, e apenas um
ou poucos, ainda que funcionais, ndo sdo suficientes para evitar os danos
gerados com o progresso da secagem.

Pode-se observar também que houve sintese das proteinas nas sementes
mantidas imidas pelo mesmo tempo em que as demais foram secas, indicando
que hd uma resposta das sementes quando sdo deixadas em condicdo timida por
alguns dias. Nessas condicoes, as sementes ndo encontram um ambiente propicio
para conduzir seu metabolismo para a germinacgdo, ja que ainda ha restricao de

alguns fatores. Situagdes como essa podem gerar uma condi¢do de estresse que
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culmina em algumas manifestacdes metabdlicas, dentre elas, a sintese de
proteinas LEAs, visto que ela aparece também em funcdo de outros estimulos,
como no caso de estresses osmoéticos ou térmicos (WISE; TUNNACLIFFE,
2004).

Ao longo da secagem houve aumento no teor de sacarose e de rafinose
enquanto que outros agucares ndo apresentaram mudangas significativas (Figura
5). A sacarose estd mais relacionada & disponibilizagdo de reservas, sendo
produzida pelas plantas na fotossintese, como esse ndo € o caso das sementes, o
aumento da quantidade de sacarose pode ter se originado pela beta oxidacdo de
lipideos (via glicogénica) ou pela degradacdo do amido (TAIZ; ZEIGER, 2009)
que aparece muito abundante nas células, como evidenciado pela reacdo com

lugol (Figura 6A e 6B).
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Figura 5 Quantificacdo de lipideos e actcares em sementes de Cryptocarya
aschersoniana em diferentes pontos de secagem. Glicose: NS;
Rafinose: y=8,2599-0,1458x (R2=0,51); Sacarose: y=146,016-2,606x
(R2=0,75); Estaquiose: NS; Lipideos: NS. y=umidade (%)
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A sacarose é um carboidrato utilizado pelas células como fonte de
energia para consumo imediato, sendo bastante comum em sementes com
tolerancia a dessecacdo (LEDUC, 2007). Quando em associagdo com rafinose, a
sacarose aparece também promovendo protecio das membranas ou na formacgao
do estado vitreo das células, reduzindo as reagdes quimicas (WALTERS, 2000),
diminuindo assim, o risco de reagdes deletérias nas sementes. Eventos como
esses podem ser encontrados em sementes sensiveis a dessecacdo (KERMODE;
FINCH-SAVAGE, 2002), onde alguns mecanismos de protec¢do estdo presentes,
mas ndo sdo suficientes para proteger as mesmas dos danos causados pela
dessecagdo (PAMMENTER; BERJAK, 1999).

Figura 6 Testes histoquimicos em sementes de Cryptocarya aschersoniana. A e
B: Reagdo com Lugol, em sementes com 49,4 e 18,4 % de umidade,
respectivamente; C e D: reagdo com Sudam em sementes com 49,4 e
18,4 % de umidade, respectivamente (barra = 100 pm).
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A medida que as sementes secaram, néo houve alteragdo significativa na
quantidade de lipideos (Figura 5), mas aparentemente houve mudangas na forma
como estdo armazenados nas células, conforme evidenciado na reacdo com
Sudan (Figura 6C e 6D). Essa informacgdo, juntamente com os resultados
obtidos pelo padrdo eletroforético para peroxidase (Figura 3B), indicam uma
possivel peroxidacdo dos lipideos que geralmente leva a liberagdo de peréxidos
que ataca membranas (ricas em lipideos insaturados) levando as sementes a
perda da viabilidade (MARCOS FILHO, 2005).

O tempo de secagem para o lote de 2012, nas condi¢des do experimento,
se prolongou por até 38 dias (Figura 7), sendo que, durante esse tempo, as
perdas na qualidade das sementes foram em fun¢do da perda de dgua e do tempo
em que as sementes ficaram expostas as condigdes de temperatura aliada a
umidade das sementes (49,4% de umidade inicial). Pode-se observar que ha
perda da viabilidade das sementes com o tempo, em qualquer das condi¢des de
umidade, visto que o percentual de sementes mortas aumenta a medida que o
tempo avanca (Tabela 1). Os maiores percentuais de sementes mortas sdo
observados apds o periodo de 38 dias, sejam elas secas a 18,1% de umidade ou

mantidas com o teor de dgua original.
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Figura 7 Curvas de secagem de sementes de Cryptocarya aschersoniana em
silica gel, colhidas em 2009, 2011 e 2012.

Tabela 1 Médias de germinagdo de sementes de Cryptocarya aschersoniana,
sementes dormentes e mortas, apds 120 dias em condicdo de teste de

germinacao.
Condigdo Germinagao Sementes dormentes ~ Sementes mortas
Recém-colhida 28 b 27 ¢ 45 a
Umida (21 dias) 26 b 16 be 58 ab
Umida (38 dias) 20 be 12 be 68 b
Seca por 21 dias 59 a 3ab 38 a
Seca por 38 dias 4c Oa 96 ¢
CV (%) 27,1 15,6 55,9

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a
5%
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Figura 8 Microscopia eletronica de varredura (A e B) e reacdo com Lugol (C e
D) em sementes de Cryptocarya aschersoniana. A e C: sementes
recém-colhidas; B e D: sementes mantidas com umidade inicial apds
38 dias de armazenamento a 20°C (barra = 50 um).
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4 CONCLUSOES

Sementes de Cryptocarya aschersoniana sdo sensiveis a dessecacdo
sendo que o grau critico de umidade se situa entre 28,1 e 26,3 e o grau letal entre
21,5e 18,1%.

Sementes de Cryptocarya aschersoniana sio dispersas dormentes, sendo
essa dorméncia, em parte, superada por secagem parcial, respeitando o limite
minimo para secagem de 28,1% de umidade.

Alguns sistemas de protecdo a dessecaco estdo presentes em sementes
de Cryptocarya aschersoniana (como sintese de proteinas resistentes ao calor e
aumento nas concentragdes de sacarose e rafinose) durante a secagem.

Os padroes eletroforéticos para esterases e peroxidase indicaram perda
da qualidade das sementes quando elas se aproximaram do grau critico de
umidade, constituindo-se em possiveis indicadores de qualidade de lotes de
sementes de Cryptocarya aschersoniana, visto que essa perda estd ligada a
danos irreversiveis no sistema de membranas.

Mudancas ultraestruturais foram observadas apenas no ponto em que as

sementes ja se encontravam totalmente invidveis.
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ARTIGO 2

Desempenbho fisiolégico e alteracoes celulares de sementes de Cryptocarya

aschersoniana armazenadas

RESUMO

Viérias espécies de laurdceas encontram-se classificadas no grupo
ecolégico das climax, com produgdo irregular de sementes, sendo essas,
geralmente sensiveis a dessecacdo. Fatos que compromete a disponibilidade de
sementes e dificulta sua conservacdo, visto que as mesmas precisam ser
mantidas Uimidas pelo menos o suficiente para que o metabolismo ndo seja
interrompido durante o armazenamento. Este trabalho teve por objetivo estudar
as caracteristicas fisioldgicas e celulares de sementes de Cryptocarya
aschersoniana armazenadas. Sementes foram obtidas de frutos colhidos e
beneficiados em dois anos. Uma parte das sementes foi mantida na umidade
original e outra seca até a umidade alvo de 35%, ambas foram armazenadas em
sacos pldsticos semipermeéveis, em cdmara fria (5°C/40% UR). Aos 0, 3, 6 e 12
meses foram retiradas amostras e realizados testes de umidade, germinacio,
andlises ultraestruturais por microscopia eletronica de varredura e andlises por
microscopia Gtica (com reac¢do para compostos fendlicos, amido e lipideos). Os
resultados encontrados permitem concluir que, nessas condi¢des de
armazenamento, sementes de Cryptocarya aschersoniana se mantém vidveis por
pelo menos 12 meses, independentes de serem mantidas na umidade de
dispersdo ou secas até o grau de umidade de 35,5 %. As sementes sdo dispersas
com dorméncia, que € superada pelo armazenamento em camara fria por pelo
menos 6 meses. Andlises por microscopia indicam que ha sintese de compostos
fendlicos em sementes armazenadas e, para sementes armazenadas umidas, as
reservas sdo, em parte, consumidas durante o periodo de armazenamento
avaliado, podendo levar & perda da viabilidade em periodos superiores a 12
meses.

Palavras-chave: Lauaceae. Armazenamento. Analises ultraestruturais.
Histoquimica.
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ABSTRACT

Physiological performance and cellular changes in stored seeds of
Cryptocarya aschersoniana. Several species of Lauraceae family are classified
as climax, regarding ecological group, with irregular production of seeds, which
are generally sensitive to desiccation. These characteristics compromise their
availability and storage, since they need to be kept moist at least enough so that
the metabolism is not interrupted during storage. This study aimed to analyze the
cellular and physiological characteristics of stored seeds of Cryptocarya
aschersoniana. Seeds were obtained from fruits harvested and processed in two
years. Part of the seeds was kept at its original moisture content and other was
dried to the target moisture content (35%), and stored in semipermeable plastic
bags in a cold room (5°C/40% RH). At 0, 3, 6 and 12 months samples were
taken for evaluation of moisture content, germination, ultrastructural analysis by
scanning electron microscopy and optical microscopy analyzes (with reaction
for phenolics, starch and lipids). The results indicate that, under these storage
conditions, seeds remain viable for at least 12 months, independent of being kept
at their original moisture content or dried to 35.5%. The seeds are dispersed with
dormancy, which is overcome by the cold storage for at least 6 months. Analysis
by microscopy indicated that there is synthesis of phenolic compounds during
storage and, for seeds stored without drying, reserves are partly consumed
during the storage period assessed, which can lead to loss of viability if longer
than 12 months.

Keywords: Lauraceae. Storage. Ultrastructural analysis. Histochemistry.
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1 INTRODUCAO

A familia Lauraceae é uma das mais expressivas nas formacdes
florestais brasileiras, com espécies frequentemente encontradas em matas
ciliares remanescentes da regido Sudeste do Brasil. Vérias espécies dessa familia
encontram-se classificadas no grupo ecolégico das climax (LORENZI, 1998),
com producdo irregular de sementes, sendo essas, geralmente sensiveis a
dessecag@o, fatos que comprometem a disponibilidade de sementes.

Para serem armazenadas, é necessirio que as sementes tenham sua
umidade reduzida, desse modo, a conservacdo de sementes sensiveis a
dessecagdo ¢é dificultada, visto que as mesmas precisam ser mantidas Umidas
pelo menos o suficiente para que o metabolismo ndo seja interrompido
(WALTERS et al., 2001). Sementes de espécies tropicais sensiveis a dessecagao,
quando conservadas, precisam manter-se Umidas e exigem condi¢des que
permitam trocas gasosas. Ainda assim, raramente a viabilidade é mantida por
longos periodos, visto que, com o metabolismo ativo, as sementes podem
germinar durante o armazenamento ou, quando nao hd dgua suficiente para a
germinacdo se completar, o consumo exagerado de suas reservas pode levar a
perda da viabilidade por exaustio (MARCOS FILHO, 2005).

Algumas alternativas tém sido propostas para a conservagdo de sementes
recalcitrantes, dentre elas a remog¢do da dgua livre, procedimento que favorece a
manutencdo da viabilidade, baixando as taxas metabdlicas (BONJOVANI;
BARBEDO, 2008; WALTERS, 2000). Algumas vezes, além de diminuir o
metabolismo, essa secagem parcial pode também favorecer a qualidade das
sementes ao provocar um estresse moderado que gera alguma resposta positiva
nas sementes.

Alguns estudos com sementes de Cryptocarya aschersoniana afirmam

que as mesmas sejam sensiveis a dessecagdo (CARVALHO, 2000; HIRANO,
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2004; MUXFELDT et al., 2012), sendo que as sementes sao dispersas no final
da estacio chuvosa (LORENZI, 1998), exigindo, muitas vezes, um
armazenamento, ainda que por curtos periodos, permitindo a semeadura em
épocas mais favordveis. H4 relatos de sucesso em armazenamento de sementes
de outras espécies de laurdceas por curto prazo (CARVALHO et al., 2008).
Assim, o objetivo deste trabalho foi caracterizar as alteragdes fisioldgicas e
celulares em sementes de Crypfocarya aschersoniana durante 12 meses de

armazenamento.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Caracterizacio do material

Frutos maduros (indicado pela coloracio amarela) de Cryptocarya
aschersoniana foram colhidos na regido de Lavras, MG, no més de fevereiro de
2009 e de 2011. O beneficiamento foi feito sob dgua corrente, friccionando os
frutos sobre uma peneira até a completa remocao da polpa, sendo consideradas
“sementes” as estruturas de dispersdo, formadas pela semente dentro de um
endocarpo lenhoso. Essas foram deixadas em camada tnica, ao ar livre até perda
da 4gua superficial, passando a ser denominadas sementes recém-colhidas.

Uma parte das sementes foi mantida na umidade inicial e outra passou
por uma pré-secagem até umidade alvo de 35%, em caixas plasticas contendo
silica gel no fundo, em uma sala climatizada (20°C). A silica gel foi trocada
sempre que a cor do indicador de umidade (azul) se tornou palida, mantendo
uma condi¢io interna nas caixas de 20°C e UR entre 13,5 ¢ 40%. A umidade
alvo de 35% foi escolhida, pois apesar de ndo promover aumento nas taxas de
germinagdo, abaixo desse ponto o risco de perda da viabilidade das sementes
aumenta (TONETTI, 2000).

Do material biolégico assim obtido, foram retiradas amostras para a
caracterizacdo fisioldgica inicial (teste de umidade e germinacdo) e andlise de

imagens (microscopia de luz e eletronica) conforme descritos a seguir.

2.1.1 Teste de umidade

O teste de umidade foi feito pelo método de estufa 103 +2°C/17+1h

(BRASIL, 2009), com 4 repeti¢des de 5 sementes cortadas. Foram utilizados
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como recipiente barquetes de papel aluminio e o resultado foi a média das 4

repeticdes calculadas em base timida.

2.1.2.Teste de germinacao

O teste de germinacdo foi feito com 4 repeticdes de 25 sementes,
previamente lavadas em hipoclorito de sédio 1% por 10 minutos. As sementes
foram dispostas entre areia autoclavada, em bandejas plasticas (27 x 40 cm), em
germinador tipo Mangelsdorf, a 25°C, com luz continua. Foram consideradas
germinadas as sementes que deram origem a plantulas normais, em um periodo
de 120 dias. Ao final do teste, as sementes que ndo germinaram foram cortadas e
submetidas ao teste de tetrazolio (0,5% / 25°C / 24 h), sendo consideradas
vidveis as sementes que apresentaram coloracdo résea/vermelha evidenciando

atividade respiratdria nos tecidos.

2.1.3 Analise ultraestrutural

As amostras foram analisadas quanto a ultraestrutura, via microscopia
eletronica de varredura, sendo preparadas de acordo com o protocolo utilizado
pelo Laboratério de Microscopia Eletronica/UFLA, com algumas adaptacdes,
conforme descrito a seguir.

As amostras foram compostas de 5 sementes cortadas transversalmente
na regido do eixo embriondrio e fixadas em solucdo Karnovsky modificado
(glutaraldeido 2,5%; formaldeido 2,5%, em tampao cacodilato de sédio 0,05M,
pH 7,2, CaCl, 0,001M) por pelo menos 24 horas. Os espécimes foram cortados
com lamina de barbear, formando a superficie de observagdo, lavados em dgua
destilada e desidratados em série crescente de acetona (25, 50, 75, 90 e 100 %),

por 10 minutos em cada concentrag@o, sendo que as amostras foram mantidas na
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concentragdo de 100% por trés vezes. As amostras, jai desidratadas, foram
transferidas para um aparelho de ponto critico modelo (Bal-Tec) para a
evaporagao da acetona sem perda da conformacao dos tecidos.

As amostras secas foram coladas em stubs revestidos com papel
aluminio, sobre fita de carbono, submetidas ao processo de metalizacdo em um
evaporador de ouro Sputter Coater SCB 050 e examinadas em um Microscopio
Eletronico de Varredura (LEO EVO 40 XVP), sendo as observagdes
concentradas na regido de transi¢do do eixo embriondrio para os cotilédones e
registradas em velocidade de 9v. Foram consideradas como padrdo as

caracteristicas encontradas em todas as 5 amostras analisadas para cada ponto.

2.1.4 Testes histoquimicos

As amostras foram preparadas a partir de 5 sementes, em cortes manuais
com lamina de barbear, mantendo cortes de cada sementes em separado. As
secdes foram mantidas em &dgua destilada, sendo posteriormente transferidas
para solucdes especificas, de acordo com o composto a ser identificado,

conforme descrito a seguir.

Presencga de compostos fenélicos

As secdes foram transferidas para uma solucio de dicromato de potdssio
(10%) e mantidas por 10 minutos. Em seguida foram lavadas em 4dgua destilada,
transferidas para uma lamina contendo 4dgua glicerinada, cobertas com laminula
e observadas em microscopio. A presenca de compostos fendlicos foi

identificada pela coloracdo marrom.
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Identificacdo de amido

As secdes foram mantidas em solugdo de lugol “fraca” (0,02% de iodo
livre) por 30 segundos, transferidas diretamente para uma lamina contendo dgua,
cobertos com laminula e na sequéncia visualizadas em microscépio. Areas ricas

em amido foram identificadas pela colora¢do roxa/negra nas imagens.

Presenca de lipideos

As secdes foram transferidas para uma solucdo de Sudan (3% em dlcool
etilico 70%), e mantidas por 10 minutos. Em seguida foram lavadas em dlcool
etilico 70%, transferidas para uma lamina contendo dgua glicerinada cobertas
com laminula e observadas em microscépio. Areas ricas em lipideos foram

identificadas pela coloragdo laranja produzida.

As anélises foram feitas em um microscopio Olympus BX 51, sendo as
imagens registradas em camara Olympus C 5060-ADU utilizando o sistema de
andlise de imagens Image — Pro-plus 5.1, com as observagdes se concentrando
na regido de transicdo do eixo embriondrio com os cotilédones. Como controle
foram analisados cortes sem que passassem por nenhuma solugdo prévia, para

verificac@o do aspecto dos tecidos.

2.2 Armazenamento

Ap6s realizados os testes iniciais, as amostras nas duas umidades, foram
armazenadas em caAmara fria (5°C/40% UR), em embalagens semipermedveis
(caracterizadas por sacos plasticos selados e furados com estilete), sendo que,
aos 3, 6 e 12 meses amostras foram retiradas e as avaliagdes foram repetidas

para comparagdo com a condi¢@o original.



63

2.3 Analise dos dados

Todos os experimentos foram montados em delineamento inteiramente
casualizado (DIC). Os dados foram testados quanto a normalidade sendo
determinadas as curvas, bem como suas equacdes e determinado o valor de R?
para cada curva apresentada, em cada varidvel de interesse, pelo Pacote

Estatistico R.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Pelos resultados iniciais, verificou-se que as sementes colhidas em 2009
se encontravam com 40,6% de umidade e 15,4% de germinacdo e as colhidas em
2011, 47,0% de umidade e 10% de germinacdo. Apds a pré-secagem, atingiram,
respectivamente, 35,5% de umidade, com 8,7% de germinagdo e 37,3% de
umidade, com 9% de germinacdo. A umidade das sementes se manteve estdvel
durante os 12 meses de armazenamento, ndo variando significativamente
(p<0,05).

Apds o armazenamento, para as sementes colhidas nos dois anos, foram
registrados aumentos no percentual de germinacdo, sendo os maiores observados
ap6s 6 meses, para o lote de 2009 (Figura 1A e 1C) e apds 3 meses de
armazenamento para o lote de 2011 (Figura 1E e 1G) sendo que apds esses
periodos, o total de germinagdo se manteve estavel até os 12 meses, para ambos
os lotes.

Durante o periodo de armazenamento, apds as sementes atingirem os
maiores valores de germinagdo, nao houve diferenca significativa na germinagao
final dentro de cada lote armazenado, mas pode-se observar uma tendéncia de
maior velocidade de germinacdo nos lotes armazenados umidos a partir de 6
meses de armazenamento (Figura 1B e 1F).

A reduc¢do da umidade ndo influenciou o percentual final de germinacdo
(p<0,05), mas houve um atraso na germinacdo das sementes armazenadas com
pré-secagem (Figura 1D e 1H) em relacdo aquelas mantidas imidas (Figura 1B e
1F) . Segundo Walters (2000), a reducdo da dgua livre por uma secagem parcial
favorece a longevidade, baixando as taxas metabdlicas além de, algumas vezes,
provocar um pequeno estresse, que pode gerar alguma resposta positiva nas

sementes, no entanto, neste estudo, isso parece néo ter acontecido.
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Figura 1 Comportamento de sementes de canela-batalha (Cryptocarya
aschersoniana) armazenadas em cimara fria (5°C/40%UR). A, B, C
e D - Sementes dem2009; E, F, G e H - Sementes de 2011. A, C, E
e F = total aos 120 dias; B, D, F e H = germinagao didria. Equagdes,
(na ordem para recém-colhidas e com secagem. Germinacdo: 2009:
y=16,5+19,833x-1,111x> (R’=0,92) e y=9,6023+16,9413x-0,8554x>
(R’=0,89); 2011:(y = 6+43,361x-8,014x7+0,409x° (R’=0,89) e
y=9+32,6111x-5x%+0,2284x°(R*=0,81); Sementes dormentes:2009:
y=43,25-4,071x (R>=0,59) e y=58,25-5,619x (R>=0,68); 2011: y=55,60—
521x (R’=0,51) e y=45-4,762x (R?=0,53); Sementes mortas: 2009:
y=26,05-6,0928x+0,3504x" (R’=0,66) e y =16,0618-0,2197x-0,03788x"
(R?=0,55); 2011: NS. x=tempo (meses).
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O armazenamento das sementes em condi¢@o de alta umidade (acima de
35%) e em temperatura relativamente baixa (5°C) favoreceu o total de
germinacdo a cada periodo de avaliagdo para o lote de 2009 (Figura 1A e 1C) e
para o lote de 2011 (Figura 1E e 1G). Esses resultados sugerem que a baixa
germinacdo inicial é devido a algum tipo de dorméncia, o que pode ser
verificado pela mudanga no padrio das curvas de germinacdo acumulada, como
ressaltado por Bewley et al. (2013) e que as condigdes encontradas durante o
armazenamento promoveu um ambiente propicio para sua superacao (Figura 1B,
1D, 1F e 1H).

O comportamento verificado pode estar relacionado a ecologia da
espécie, mostrando uma adaptacdo da espécie as condi¢cdes de ocorréncia
natural, visto que C. aschersoniana é tipica de matas de pinhais, e, em regides de
menores latitudes, aparece com frequéncia nas dreas mais altas das florestas
(LORENZI, 1998). Sua dispersdo é no final da estacdo chuvosa (HIRANO,
2004) havendo a necessidade de atravessar uma estacdo fria e seca, se mantendo
dormentes até que as condi¢des sejam favordveis para a geminacdo e o
desenvolvimento das plantulas. Adaptacdes parecidas sdo comuns em sementes
sensiveis a dessecacdo tipicas de regides frias (recalcitrantes temperadas), que,
geralmente dispersam no outono e precisam atravessar o inverno sem germinar,
o que justifica a presenca de dorméncia e de alguma estratégia para diminuir a
perda de 4gua (BEWLEY et al., 2013; PAMMENTER; BERJAK, 2000).

Resultados similares para armazenamento de sementes de laurdceas
foram encontrados para 4 espécies apds 4 meses em temperaturas de 4 a 10 °C
(HIRANO, 2004), para Nectandra nitidula ap6s 90 dias e Nectandra lanceolata
apos 180 dias de armazenamento (CARVALHO, 2006). Sementes de Persea
pyrifolya e de Cryptocarya aschersoniana também tiveram a dorméncia
superada quando armazenadas umidas durante 3 meses em camara fria

(CARVALHO, 2000). Para sementes de Quercus ilex, uma espécie tomada
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como modelo de recalcitrante e dormente, o armazenamento das sementes entre
areia imida a 3°C favoreceu a germinagdo a partir de um més de armazenamento
(PASQUINI et al., 2011).

Niao foram observadas diferencas significativas na quantidade de
sementes mortas ao final do teste de germinacdo para sementes de 2011(p<0,05),
sendo essa varidvel significativa apenas para o lote de 2009. Pelas imagens
obtidas pela microscopia de varredura (Figura 2), pode-se verificar que ndo
houve danos a estrutura celular ao longo do armazenamento. No entanto, é
possivel verificar que, nas sementes armazenadas umidas (Figura 2B), as
reservas formadas por grinulos de amido aparecem menores € em menor

quantidade se comparadas com aquelas secas e armazenadas (Figura 2D).

Figura 2 Imagem da regido de transicdo do eixo embriondrio com os cotilédones
de sementes de Cryptocarya aschersoniana, por microscopia eletronica
de varredura. A e B = sementes umidas aos 0 e 12 meses de
armazenamento. C e D = sementes com pré-secagem aos 0 e 12 meses
de armazenamento (barra = 10 um).
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A reducdo das taxas metabdlicas é essencial para a conservacdo das
sementes em longo prazo, o que pode ser conseguido diminuindo a quantidade
de agua livre (WALTERS, 2000; WALTERS; HILL; WHEELER, 2005) em
combinagdo com a reducdo da temperatura, que impedem o avanco do processo
germinativo (HONG; ELLIS, 2002). No entanto, neste estudo, mesmo em
temperaturas reduzidas, o metabolismo que permaneceu ativo durante o
armazenamento, provavelmente foi ainda em maior intensidade nas sementes
sem secagem. Durante o periodo avaliado, ndo houve queda na germinagdo,
mas, caso 0 armazenamento seja prolongado, o consumo das reservas (Figura
2B), pode levar a perda da viabilidade (MARCOS FILHO, 2005), como foi
verificado por Faria et al. (2006) em sementes de Inga vera e por Tonetti et al.
(2011) em sementes germinadas de Sesbania virgata.

Pelos resultados encontrados nos testes histoquimicos, pdde-se observar
que, a dnica mudanca visivel foi na quantidade de compostos fendlicos que
aumentou durante o armazenamento (Figuras 3A e 3B), ndo havendo mudancgas
no padrio dass reacdes para amido e lipideos (Figuras 3C, 3D, 3E e 3F).

O acumulo de compostos fendlicos ocorreu simultaneamente a reducio
na dorméncia das sementes. No entanto, como esses compostos ndao foram
identificados, sua origem é incerta, podendo inclusive, serem derivados de
algum processo deletério como a peroxidacdo de lipideos (MARCOS FILHO,
2005). Esse aumento observado pode indicar que as sementes estdo proximas de
perder sua viabilidade, como foi verificado em sementes de soja que passaram
por envelhecimento acelerado, e que, apesar de manterem a germinacdo alta,
tiveram o vigor reduzido a medida que aumentava a concentracdo de compostos
fendlicos (AVILA et al.,, 2012). No entanto, em alguns casos, compostos
fendlicos podem sofrer oxidagdo e ter seu conteido diminuido durante o
armazenamento, conforme verificado por Silva et al. (2011) em sementes de

Tabebuia serratifolia armazenadas por 12 meses.



Figura 3 Testes histoquimicos em sementes de Cryptocarya aschersoniana. A, C
e E = sementes recém-colhidas; B, D e F = sementes armazenadas
umidas por 12 meses. A e B = reacdo com dicromato de potassio; C e D
= reacdo com lugol; E e F = reacdo com (barra = 100 pm).
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4 CONCLUSOES

Sementes de Cryptocarya aschersoniana embaladas em sacos plasticos e
mantidas em camara fria (5°C/40%UR) se mantém vidveis por pelo menos 12
meses, independentes de serem mantidas na umidade de dispersdo ou secas até o
grau de umidade de 35,5%.

Sementes de Cryptocarya aschersoniana sdo dispersas com dorméncia
que € superada durante o armazenamento em camara fria (5°C/40%UR).

Andlises por microscopia indicam que, para sementes de Cryptocarya
aschersoniana armazenadas em camara fria, ha sintese de compostos fendlicos e
que, para sementes mantidas imidas, as reservas sdo, em parte, consumidas pelo
metabolismo, conduzindo as mesmas a uma perda da viabilidade em periodos

superiores a 12 meses.
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ARTIGO 3

Estudo de bancos de sementes de Cryptocarya aschersoniana em floresta e

em area antropizada

RESUMO

Dorméncia € o mecanismo pelo qual as sementes de vdrias espécies
vegetais distribuem a germinac¢do no tempo, evitando-a em condi¢des adversas,
sendo uma caracteristica decisiva na dindmica dos bancos de sementes.
Sementes de Cryptocarya aschersoniana sdo dispersas dormentes e ao final da
estacdo chuvosa, levando a crer que podem formar um banco de sementes no
solo. O objetivo deste trabalho foi acompanhar o comportamento de bancos de
sementes de Cryptocarya aschersoniana induzidos no ambiente natural da
espécie e em drea antropizada. Sementes recém-colhidas foram caracterizadas
quanto ao grau de umidade, germinacdo e viabilidade pelo teste de tetrazdlio.
Amostras individualizadas em redes de nylon foram enterradas superficialmente
no sub-bosque de uma floresta semidecidua nos anos de 2011 e 2012, sendo que
em 2012 também foram enterradas amostras numa drea de borda antropizada
pela remogdo da vegetagdo. Mensalmente foi retirada uma amostra sendo
avaliadas umidade, germinacdo e viabilidade das sementes remanescentes no
banco, pelo teste de tetrazdlio. No experimento conduzido em 2012 também foi
analisada a umidade do solo. Os dados obtidos foram analisados comparando
com dados de precipitacdo e temperatura do ar. Pelos resultados obtidos, pode-se
concluir que sementes de Cryptocarya aschersoniana formam um banco com
viabilidade ecoldgica de aproximadamente 180 dias, quando em sub-bosque de
uma floresta estacional semidecidua. Fora do ambiente natural, as sementes
perdem a viabilidade em poucos meses e as sementes que sairam do banco por
germinacdo nio encontraram condi¢des para se estabelecer e morreram, o que
realca a importancia da manutengdo da cobertura florestal para a espécie em
estudo.

Palavras-chave: Conservacdo ambiental. Espécie florestal. Dorméncia.
Dispersdo. Canela-batalha. Sementes recalcitrantes.



75

ABSTRACT

Study of seed banks of Crypfocarya aschersoniana in forest and
disturbed area. Dormancy is the mechanism by which the seeds of various
plant species distribute the germination throughout time, avoiding it under
adverse conditions, being a critical feature for the dynamics of seed banks.
Cryptocarya aschersoniana seeds are dispersed dormant at the end of the rainy
season, suggesting that they can form a seed bank in the soil. The aim of this
study was to investigate the behavior of such seed banks induced both in the
natural habitat of the species and in the disturbed edge. Fresh seeds were
characterized regarding moisture content, germination and viability by
tetrazolium test. Individual samples in nylon nets were buried in a understory of
a semi deciduous forest in 2011 and 2012, and in 2012 also buried in a disturbed
edge. Individual samples were taken each month and evaluated regarding
moisture content, germination and viability of seeds remaining in the bank
through tetrazolium test. In the experiment conducted in 2012, soil moisture was
also analyzed. Data were analyzed relating them with records of precipitation
and air temperature. It was possible to conclude that seeds form a bank with
ecological viability of approximately 180 days in the understory of a
semideciduous forest. Outside of the natural environment, the seeds lose
viability in a few months and those that came out of the bank by germination did
not find conditions to grow and died, which emphasizes the importance of
maintaining forest cover for the species under study.

Keywords: Environmental conservation. Forest species. Dormancy. Dispersal.
Recalcitrant seeds.
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1 INTRODUCAO

Uma semente dormente é aquela que nio tem capacidade de germinar
em um periodo de tempo especifico, ainda que sob condi¢des ambientais
favoraveis para a espécie (BEWLEY, 1997) e inclui adaptacdes das espécies
para superar condi¢gdes adversas, assim como distribuir a germina¢do no tempo,
desempenhando importante papel ecolégico (BASKIN; BASKIN, 2004).

O mecanismo, muitas vezes indesejavel na drea agricola, pode garantir a
germinacao ao longo do tempo, para uma populacdo de sementes (BEWLEY et
al., 2013), sendo fundamental na manutengdo de bancos de sementes, que ao
considerar ecossistemas florestais podem ser classificados em sete tipos basicos
(GARWOOD, 1989). A estratégia fundamental para garantir a regeneracio e
manutencdo do ecossistema, ndo se restringe apenas a espécies invasoras ou
pioneiras, conforme ressaltado por Twedle et al. (2003), que relata que 24,8%
das espécies arboreas tropicais ndo pioneiras apresentam algum tipo de
dorméncia com as mais diversas caracteristicas.

No ambiente natural, as formas de superacdo da dorméncia estdo
normalmente ligadas as condicdes encontradas pelas sementes durante a
estacdo/periodo desfavordvel, seguida pela favordvel em relacdo a germinacgao e
crescimento inicial das plantulas. Alguns trabalhos com sementes de espécies de
laurdceas relatam a ocorréncia de dorméncia e que o armazenamento sob
temperaturas de 5 a 10°C geralmente se mostra eficiente na superacdo da mesma
(CARVALHO, 2000). Esse comportamento se aproxima das exigéncias que
ocorrem em sementes de espécies tropicais de regides de maiores altitudes,
sendo possivel, nesses casos, a ocorréncia de dorméncia e sensibilidade a
dessecagdo simultaneamente (HONG; ELLIS, 2002). No entanto, pouco se sabe
sobre os mecanismos envolvidos e a estratégia ecoldgica da espécie em

condi¢des de campo.
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Diante dessas informagdes, o objetivo deste trabalho foi acompanhar o
comportamento de bancos de sementes de Cryptocarya aschersoniana induzidos

no ambiente natural da espécie e em drea antropizada.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Caracterizacio do material

Frutos maduros de Cryptocarya aschersoniana foram colhidos na regido
de Lavras, MG, no més de fevereiro de 2011 e 2012. O beneficiamento foi sob
dgua corrente, friccionando os frutos sobre uma peneira até completa remogao
da polpa, sendo consideradas “sementes” as estruturas de dispersdo, formadas
pela semente dentro de um endocarpo lenhoso. Essas foram deixadas em camada
Unica, ao ar livre, até a perda da dgua superficial e denominadas sementes
recém-colhidas, da quais foram retiradas amostras para caracterizagao inicial do
grau de umidade e viabilidade (teste de germinag@o para o lote de 2011 e testes

de germinacio e tetrazdlio para o lote de 2012).

2.1.1 Teste de umidade

O teste de umidade foi feito em estufa a 103°(%2°C)/17(x1h), com 4
repeticdes de 5 sementes cada, sendo as sementes cortadas (BRASIL, 2009).
Foram utilizados como recipiente barquetes de papel aluminio e o resultado foi a

média das 4 repeticdes, calculadas em base umida.

2.1.2 Teste de germinacao

O teste de germinacdo foi feito com 4 repeticoes de 25 sementes,
previamente lavadas em hipoclorito de sédio (1%/10 minutos), entre areia
autoclavada, em bandejas plasticas e acondicionadas em germinador tipo
Mangelsdorf, a 25°C, com luz continua. Foram consideradas germinadas as

sementes que deram origem a plantulas normais, sendo o teste encerrado aos 180
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dias de germinagdo. Ao final do teste, as sementes que ndo germinaram foram
cortadas e incubadas em tetrazélio (0,5% por 24h a 25°C), sendo consideradas
vidveis as sementes que apresentaram coloracdo rdsea/vermelha, indicando

atividade respiratdria.

2.1.3 Teste de tetrazolio

O teste de tetrazdlio foi feito com 4 repeticdes de 25 sementes, cortadas
ao meio e separadas do endocarpo, sendo levadas para incubar apenas a metade
que continha o eixo embriondrio. As metades a serem analisadas foram deixadas
por 10 horas em dgua destilada e transferidas para solucdo de tetrazélio 0,5 %
(p/v), em temperatura de 25°C por 24 horas. Foram consideradas vidveis as
sementes que exibiram coloracdo résea/vermelha nos cotilédones e eixo

embriondrio. O resultado final foi dado em porcentagem.

2.2 Condicionamento em bancos de sementes

Apés a avaliacdo inicial nos dois anos, as amostras foram
acondicionadas em redes de nylon e levadas para avaliacdio em um banco de
sementes induzido no sub-bosque de uma floresta estacional semidecidua
(ambiente original da espécie), localizada em Lavras, MG. Para sementes
colhidas em 2012, além do banco de sementes no sub-bosque, um segundo
banco foi estabelecido em uma situagdo de sombreamento parcial (regido de
borda de mata antropizada pela remocao da cobertura original). A distancia entre
e os dois ambientes foi de aproximadamente 100 m. Mensalmente (por até um
ano), amostras independentes foram avaliadas quanto ao grau de umidade e ao

percentual de sementes germinadas, mortas e dormentes (pelo teste de
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tetrazélio). Nos dois anos, o banco foi estabelecido no més de marco, logo apds
a dispersdo natural das sementes.

No experimento conduzido em 2012, em cada intervalo, também foram
colhidas amostras de solo para andlise da umidade, em 4 repeticdes, pelo método
da estufa a 105°C por 24 horas.

Os resultados foram analisados considerando-se os dados de
precipitacdo e temperatura (mixima, minima e média) no periodo, fornecidos

pela Estagdo Climatoldgica da UFLA localizada a 500 metros da drea de estudo.

2.3 Analise dos dados

Todos os experimentos foram montados em delineamento inteiramente
casualizado (DIC). Os dados foram testados quanto a normalidade sendo
determinadas as curvas, bem como suas equacdes e determinado o valor do
coeficiente de determinacio (R?) para cada curva apresentada, em cada varidvel

de interesse, pelo Pacote Estatistico R.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As sementes colhidas em 2011 estavam inicialmente com grau de
umidade de 43,1% e 91% de sementes vidveis (distribuidas em 28% de
germinacdo e 63% de sementes dormentes) apds 180 dias de teste. As sementes
colhidas em 2012 estavam com valores iniciais de 44,4% de umidade e 79 % de
viabilidade, sendo que 71% germinaram e 8% permaneceram dormente 180 dias

de germinacio. (Figura 1).
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Figura 1 Germinacdio de sementes de canela-batalha (Cryptocarya
aschersoniana) recém-colhidas

No banco de sementes induzido em sub-bosque, nos dois anos, as
sementes permaneceram dormentes por cerca de 180 dias (até meados de
setembro), época que coincide com o inicio da estagdo chuvosa na regido
(Figura 2A e 2C), quando entdo comecaram a germinar enquanto a contagem de
sementes dormentes cai gradualmente, sendo que durante o periodo, nao houve
alteracdo significativa no percentual de sementes mortas. Também ndo houve

alteracdo na umidade das sementes até 180 dias, sendo seu aumento detectado
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apenas quando ja havia grande proporcido de sementes germinadas (plantulas),
logo com maior umidade (Figura 2).

Pelas caracteristicas do banco de sementes, o modelo pode ser definido
como um banco de sementes transitério, no qual a maioria das sementes se
mantém vidvel por um periodo inferior a um ano (BEWLEY et al., 2013;
GARDWOOD, 1989), se aproximando, com pequenas alteracdes, do modelo
“Banco de sementes transitério substituido por plantulas”, proposto por
Gardwood (1989).

Geralmente, o conjunto de caracteristicas que conferem dorméncia as
sementes de uma espécie estd intimamente ligado a condi¢cdes ambientais
(temperatura e disponibilidade de dgua principalmente) no momento da
dispersao (TWEDLE et al.,, 2003). Para sementes de espécies florestais
subtropicais, ¢ comum a supera¢do de dorméncia em condi¢cdes umidas sob
baixas temperaturas, o que as favorecem em condi¢des naturais (BEWLEY et
al., 2013).

Sri-ngernyuang et al. (2003), trabalhando com 2 espécies de laurdceas,
na Tailandia, encontraram resultados semelhantes para uma espécie que
apresenta habitos parecidos com a utilizada neste estudo, ou seja, dispersdo no
final da estacdo chuvosa e comum no interior de mata. As sementes superaram o
periodo mais seco/frio germinando quase 150 dias depois, em um banco de

sementes.
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Figura 2 Comportamento de sementes de canela-batalha (Cryptocarya
aschersoniana), em banco de sementes induzidos em 2 anos, em dois
ambientes. A, C e E: condicdo das sementes e dados de precipitagio;
B, D e F: temperatura do ar e umidade das sementes e do solo.
Equagdes das curvas: Germinagdo: 2011: y=-1,7296677-
0,053737x+0,000659x">  (R’=0,81); 2012 mata: y=9,045455-
0,317753x+0,001932x> (R*=0,74); 2012 borda: y=-5,077*10"
'45,742%107x-2,367%10*x*+2,518*10"'x  (R’=0,57).  Sementes
dormentes: 2011: y=9,243*10"'+3,197%10"'x-3,181%10°x*+4,288*10"
%’ (R*=0,92); 2012 mata: y=9,41%10"-5,374*10"x+6,062*107x*-
1,954¥10°x° (R’=0,90); 2012 borda: y=2,162%10"-3,485%10"
x+1,708%10*x>-1,308*10°x’ (R2=0,84). Sementes mortas: 2011
y=1,6377+0,05251x (R*=0,34); 2012 mata: y=9,727273+0,052323x-
0,000101x> (R’=0,40); 2012 borda: y=3,973-3,087*10°x+1,637*10"
*x%+8,04*%107x> (R*=0,85). x= tempo no banco de sementes (dias).
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Pode-se observar que em 2012 (Figura 2C e 2E), o inicio do periodo
chuvoso se atrasou em relagdo ao ano anterior (Figura 2A), enquanto o ritmo de
germinacdo se manteve inalterado para sementes na condicdo de sub-bosque,
indicando que, aparentemente, a chegada da estacdo chuvosa ndo € uma
exigéncia para que a germinacdo ocorra e que outros estimulos sdo necessarios
para que o processo germinativo se desencadeie. No trabalho de Sri-ngernyuang
et al. (2003), o inicio do periodo de germinagdo de sementes de Litsea sp. e de
Lindera sp. em um banco de sementes foi induzido por luminosidade e flutuagao
de temperatura.

As formas de superacdo da dorméncia estdo intimamente ligadas as
condicdoes encontradas pelas plantas no ambiente natural, durante a
estacdo/periodo desfavordvel, seguida pela favordvel, para germinacdo e
crescimento inicial das plantulas. Por exemplo, sementes de espécies tipicas de
regides temperadas, que apds dispersas atravessam o inverno, precisam ser
tolerantes ao frio e passar meses submetidas a baixas temperaturas, as vezes
negativas, e é essa permanéncia a baixas temperaturas que supera a dorméncia e
da condi¢bes para que a germinagcdo ocorra (FONSECA; BARONE, 2003;
HONG; ELLIS, 2002). Exigéncias semelhantes podem também ocorrer em
sementes de espécies tropicais tipicas de regides de maiores altitudes, sendo
possivel, nesses casos, a ocorréncia de dorméncia e sensibilidade a dessecacdo
simultaneamente (HONG; ELLIS, 2002).

A disponibilidade de dgua no solo, apesar de ndo ser o tnico fator que
estimula o inicio da germinacdo, € fundamental para o estabelecimento das
plantulas em campo e, provavelmente a espécie se adaptou ao manter as
sementes dormentes até que esse suprimento de dgua seja regular e dé condicdes
para as plantulas se desenvolverem. Isso pode ser reforcado ao se observar o
comportamento das sementes que foram avaliadas em situagc@o de borda (Figura

2E), as quais germinaram, inclusive em percentuais iniciais mais elevados que



85

os alcancados em condicdo de sub-bosque (Figura 2C) enquanto a dorméncia foi
superada, no entanto, a baixa umidade do solo na estacdo seca (Figura 2F)
provocou uma dessecacdo tanto das plantulas quanto das sementes levando-as a
morte, visto que até o final do inverno, o grau de umidade foi de 22,9%, ou seja,
valores inferiores ao grau critico de umidade para as mesmas que, segundo
Muxfeldt et al. (2012) € préximo de 26%, sendo que Hirano (2004) afirma que
situe entre 31,1 € 27,5% de umidade.

Em condi¢des de drea aberta (borda), em épocas nas quais a umidade do
solo se torna extremamente baixa, sementes dessa espécie ndo conseguem se
manter com umidade suficiente para suportar o periodo desfavordvel e o banco
de sementes acaba por perder todo o estoque, ou por morte, ou por uma
germinagdo precoce que ndo favorece as plantulas, visto que as mesmas nao
encontram condi¢des minimas de umidade para o seu estabelecimento. Assim, a
longevidade ecoldégica (PAMMENTER; BERJAK, 2000), que no ambiente
original da espécie € em torno de 180 dias, é reduzida pelo menos a metade
desse tempo quando as sementes sdo dispersas em dreas abertas. Isso também foi
verificado para outras espécies de Lauraceae, como Ocotea odorifera e O.
porosa, que também sdo relatadas por ndo encontrarem condi¢des de se
estabelecer naturalmente em ambientes perturbados (HIRANO, 2004).

A situagdo foi bem diferente para as sementes que permaneceram no
sub-bosque e encontraram uma condi¢do de umidade no solo favordvel, visto
que esse, ainda no periodo mais seco, se manteve acima de 20% de umidade
(Figura 2B e 2D). Nessas condicdes, as sementes ndo perderam dgua a ponto de
comprometer a viabilidade, visto que o menor grau de umidade registrado para
as sementes coletadas em 2011 foi de 34,2% (Figura 2 B) e de 35% para as de
2012 (Figura 2D), mantendo as mesmas em um grau de umidade bem distante

do ponto critico de umidade.



86

Espécies de regido temperada, que dispersam suas sementes no final da
estacdo chuvosa, desenvolveram estratégias para superar a estagdo fria, assim
como para reduzir a perda de dgua para o ambiente (PAMMENTER; BERJAK,
2000). Pelo comportamento da espécie estudada, sendo tipica de regides
subtropicais e de maiores altitudes, supde-se que a mesma possa ter evoluido
segundo essas caracteristicas e, aparentemente, a presenga do endocarpo auxilia
no equilibrio da umidade regulando a saida de dgua das sementes e mantendo-as
em um grau de umidade seguro por um tempo relativamente grande. Para
Cryptocarya floribunda, uma espécie nativa na India que apresenta sementes
recalcitrantes, uma estrutura parecida apresenta grande quantidade de dleos que
impedem a troca de d4gua com o ambiente, o que, além de impor dorméncia,
pode ser ttil ao controlar a perda de dgua para o ambiente (THAPHIYAL;
PHARTYAL; NAYAL, 2004). Uma caracteristica como essa, em condi¢des
naturais, é extremamente importante, pois ajuda a manter as sementes vidveis até
que ocorra uma precipitacdo e novamente eleve a umidade do ambiente,

garantindo assim a sobrevivéncia das sementes no banco.



87

4 CONCLUSOES

Sementes de Cryptocarya aschersoniana formam um banco que persiste
no solo por até 180 dias quando em sub-bosque de uma floresta estacional
semidecidua.

Sementes em banco estabelecido fora do ambiente natural da espécie
ndo encontram condi¢des para se manter vidveis, evidenciando a importancia da

manutencio da cobertura florestal para a espécie em estudo.



88

REFERENCIAS

BASKIN, J. M.; BASKIN, C. C. A classification system for seed dormancy.
Seed Science Research, Cambridge, v. 14, p. 1-16, 2004.

BEWLEY, J. D. et al. Seeds: physiology of development, germination and
dormancy. 3rd ed. New York: Springer, 2013. 376 p.

BEWLEY, J. D. Seed germination and dormancy. The Plant Cell, Rockville,
v.9,n. 7, p. 1055-1066, July 1997.

BRASIL. Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento. Regras para
Analise de Sementes. Brasilia, 2009. 399 p.

CARVALHO, L. R. Classificacao fisiologica de sementes de espécies
florestais quanto a capacidade de armazenamento. 2000. 97 p. Dissertagio
(Mestrado em Engenharia Florestal) — Universidade Federal de Lavras, Lavras,
2000.

FONSECA, S. C. L.; BARONE, H. Sementes recalcitrantes: problemas na p6s-
colheita. Bragantia, Campinas, v. 62, n. 2, p. 297-303, 2003.

GARWOOD, N. C. Tropical soil seed banks: a review. In: LECK, M. A_;
PARKER, V. T.; SIMPSON, R. L. Ecology of soil seed banks. San Diego:
Academic, 1989. p. 149-210.

HIRANO, E. Maturacao fisiologica, tolerancia a dessecacao e conservaciao
de sementes de lauraceas da mata de araucaria de Santa Catarina. 2004,
130 p. Tese (Doutorado em Agronomia) — Universidade Federal do Parana,
Curitiba, 2004.



89

HONG, T. D.; ELLIS, R. H. Storage. In: VOZZO, J. A. Tropical tree seed
manual. Washington: USDA Forest Service's, Reforestation, Nurseries &
Genetics Resources, 2002. p. 125-136.

MUXFELDT, R. E. et al. Utilizacdo do teste de raios-X na avaliacdo dos efeitos
da dessecacgdo e infestagdo em didsporos de canela batalha Cryptocarya
aschersoniana Mez (Lauraceae). Cerne, Lavras, v. 18, n. 4, p. 654-666, 2012.

PAMMENTER, N. W.; BERJAK, P. Evolutionary and ecological aspects of
recalcitrant seed biology. Seed Science Research, Cambridge, v. 10, p. 301-
3006, 2000.

SRI-NGERNYUANG, K. et al. Survival and germination of an experimental
seed bank population of two species of Lauraceae in a tropical montane forest in
Thailand. Journal of Forest Research, Chiang Mai, v. 8, n. 4, p. 311-316,
2003.

THAPLIYAL, R. C.; PHARTYAL, S. S.; NAYAL, J. S. Germination,
desiccation tolerance and storage of seed of a tropical evergreen tree -

Cryptocarya floribunda Nees (Lauraceae). Seed Science and Technology,
Zurich, v. 32, n. 2, p. 537-545, 2004.

TWEDLE, J. C. et al. Ecology of seed desiccation sensitivity. Journal of
Ecology, Oxford, v. 91, p. 294-324, 2003.



