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RESUMO

Foram estudados aspectos ecofisiologicos da germinacdo de Hedychium
coronarium J. Kbnig e suas caracteristicas quanto a anatomia e a reserva das
sementes. O principal foco foi o estudo de seu comportamento sob diferentes
condicdes de oxigenacdo, sendo estes os tratamentos: normoxia, hipoxia e
anoxia.

Trata-se de uma espécie exdtica, invasora de ambientes brejosos, nos
quais ha, periddica e naturalmente, uma restricdo na disponibilidade de oxigénio
dissolvido no solo em virtude da saturacédo hidrica que ocorre nestas areas. Sob
tais condicbes, Hedychium apresenta vantagem competitiva e impede a
regeneracao das plantas nativas. Atualmente presente em praticamente toda a
América, é uma espécie originaria da Asia, trazida inicialmente com fins
ornamentais, mas hoje é também utilizada como planta medicinal, dentre outras
aplicacoes ja dadas a espécie.

As sementes utilizadas foram coletadas no Nucleo Picinguaba, do Parque
Estadual da Serra do Mar, Ubatuba-SP. Os testes de germinacdo compararam
suas respostas a luz, a alternancia de temperaturas e a disponibilidade de
oxigénio e determinaram a longevidade das sementes. Também foi verificada a
viabilidade das sementes através do teste com tetrazdlio. Em relacdo ao estudo
dos tecidos de reserva, foram feitos cortes anatémicos em sementes submetidas a
diferentes condicbes de oxigenacdo, com posterior coloragcdo com diferentes
substancias, com diferentes afinidades, para verificar quais as reservas presentes
e verificar possivel diferenca quanto ao consumo das mesmas de acordo com o
tratamento recebido pela semente durante o processo de germinacao.

Os resultados demonstraram que a espécie germina indiferente a luz, ou
seja, é fotoblastica neutra, e tem sua germinacgao retardada, porém nao diminuida,
sob temperaturas que simulam as condigdes de inverno da regido de coleta das
sementes utilizadas neste estudo. As sementes mostraram boa viabilidade até
cerca de um ano apés a dispersao, sendo que, apds esse periodo, a taxa de
germinagado caiu sensivelmente. Embora esta espécie tolere bem condicbes de
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pouca disponibilidade de oxigénio e seja capaz de colonizar ambientes que
apresentem esta caracteristica com sucesso, seu melhor desempenho em relagéao
a germinacao, ocorre sob condicdes drenadas e de boa aeracdo. Os estudos
anatdémicos indicaram que o processo de germinagao foi iniciado sob privacdo de
oxigénio, porém nao foi viavel pelo periodo testado (30 dias), pois provocou a
morte das sementes.

As sementes apresentam dois tipos de tecidos de reservas, perisperma e
endosperma, de acordo com o esperado para a familia (Zingiberaceae), porém de
ocorréncia conhecida apenas para poucos grupos de plantas. A composi¢cao dos
tecidos indica que sua principal reserva € composta por polissacarideos, sendo
amido o principal, encontrado tanto no perisperma, como no endosperma, e

proteinas dispersas no citoplasma das células do endosperma.

Palavras-chave: invasora — germinagdo — ecofisiologia — fotoblastismo —
alternancia de temperaturas — longevidade - normoxia - hipoxia — anoxia — reserva

de semente.



ABSTRACT
Ecophysiological aspects of Hedychium coronarium J. Kdnig and its

characteristics concerning anatomy and seeds storage were studied aiming to
understand its behavior under different oxygenation conditions, with the following
treatment: normoxia, hypoxia e anoxia.

This is an exotic species, invasive of water logging environments, where
there is, regular and naturally, a restriction on the availability of dissolved oxygen in
the soil, because of water saturation in these areas. Under such conditions, the
competitive advantage of Hedychium prevents the regeneration of native plants.
Currently present in almost all of America, it is a species originated in Asia, initially
brought with ornamental purposes, but today is also used as a medicinal plant,
among other applications already given to the species.

The seeds used were collected in Ubatuba-SP, at “Nucleo Picinguaba”, from
PESM. Tests for germination compared their responses to light, the alternation of
temperatures and availability of oxygen and determine the seeds’ longevity. The
viability of seeds was also verified through the test with tetrazolium. Regarding the
study of storage tissues, anatomical cuts were made in seeds subjected to different
conditions of oxygenation, with subsequent staining with different substances, with
different affinities, to check the present storages and check possible difference in
regard to their consumption according to the treatment received by the seed during

germination.

The results have shown that the species germinates indifferent to light, i.e, it
is a neutral photoblastic, and it has its germination delayed, but not decreased,
under temperatures that simulate the winter conditions of the region where the
seeds used in this study were collected. The seeds resist with good viability until
about a year after the dispersion, when the germination rate falls significantly.
Although well able to tolerate low availability of oxygen and capable of colonizing
environments that successfully present this characteristic, its best performance
concerning germination occurs under conditions of good aeration and drained
conditions. Anatomical studies indicate that the process of germination was
initiated, but not viable for the testing period (30 days), under this condition.
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The seeds feature two types of storage tissue, perisperm and endosperm,
according to the expected for the family (Zingiberaceae), but occurring for only a
few groups of plants. The composition of tissues indicates that its main storage is
composed of polysaccharides, being starch the main one, found both in perisperm

and endosperm, and protein scattered in the cytoplasm of cells in the endosperm.

Key words: invasive - germination - ecophysiology - photoblastism - alternation of

temperatures - longevity - normoxia - hypoxia - anoxia — seed storage.
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INTRODUGCAO GERAL

A palavra Hedychium vem do grego e significa “neve doce”. A palavra
coronarium, do latim “corona”, significa “coroa” (Kissmann & Groth 1991) referente
as caracteristicas de sua flor. A espécie € conhecida popularmente por lirio-do-
brejo, mariazinha-do-brejo ou gengibre-branco (Kissmann & Groth 1991; Macedo
1997). Pertencente a familia Zingiberaceae, € uma macréfita aquatica nativa da
regido do Himalaia, na Asia tropical (Macedo 1997; Pio Corréa 1984). Introduzida
nas Américas, ocorre desde os Estados Unidos até a Argentina (Kissmann &
Groth 1991), invadindo agressivamente baixadas umidas e pantanosas, margens
de lagos, riachos e canais de drenagem, formando densas popula¢des (Lorenzi
1982). No Brasil, a espécie é muito comum em toda a zona litoranea (Kissmann &
Groth 1991), ocorrendo nos estados de RS, PR, SC, SP, RJ, MG, BA e MT
(Instituto H6rus 2006)

Hedychium coronarium é uma espécie herbacea rizomatosa e perene
(Macedo 1997; Pio Corréa 1984). As plantas podem atingir até 2,0 m de altura, as
inflorescéncias sao terminais, com flores brancas, trimeras, zigomorfas e bastante
perfumadas. Apresenta ovario infero, triloculado. Seus frutos sdo capsulas de
deiscéncia septicida, atingindo de 4 a 6 cm de comprimento, alaranjados
internamente, expondo essa coloragdo quando maduros e abertos. Apresenta
cerca de 30 sementes por fruto, com placentacao do tipo axilar. Cada semente
tem cerca de 3 mm de largura por 4 mm de comprimento, sendo recoberta por um
arilo vermelho (Kissmann & Groth 1991). Os polinizadores noturnos sdo as
mariposas, em virtude da coloragdo branca e do aroma atrativo das flores
(Endress 1994).

A familia Zingiberaceae possui cerca de 50 géneros, representados por
mais de 1000 espécies, distribuidas em regides tropicais, especialmente S e SE
da Asia. Muitas das espécies desta familia sdo de interesse econémico, como & o
caso do Zingiber officinalis, popularmente conhecido como gengibre, do qual se
utiizam os rizomas, o Aframomum sp., cujas sementes sado picantes e

empregadas na culinaria, e Apinia sp., que apresenta propriedades medicinais,
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assim como o proprio Hedychium, cujo extrato dos rizomas vém sendo estudado
por suas propriedades antiinflamatérias. No passado, suas fibras foram utilizadas
para producdo de papel, porém ja ndo é mais cultivado no Brasil com esta
finalidade (Instituto Horus 2006).

Estudos sobre biologia e ecologia de espécies invasoras estdo sendo
realizados em regides de importante diversidade biologica, sobretudo em
consequéncia dos reflexos negativos que estas plantas podem ocasionar sobre a
biodiversidade local e regional (Pitelli 1998; Pedralli 2003; Ramsar 1999).

De acordo com a Convengao sobre Diversidade Biologica — CDB, “espécie
exotica” € toda espécie que se encontra fora de sua area de distribuicao natural.
“Espécie exdtica invasora”, por sua vez, é definida como sendo aquela que
ameagca ecossistemas, habitats ou espécies. A introducao de espécies invasoras
€ considerada a segunda maior causa de perda de biodiversidade, apés as
alteragOes de habitats (Brasil 2006). Estudos envolvendo espécies invasoras sao
de grande importancia para projetos de manejo e conservacdao de ambientes
naturais. Os impactos relacionados ao Hedychium séo principalmente devido a
substituicdo da vegetacdo nativa em areas umidas e sub-bosques de florestas,
além de problemas econémicos provocados por entupimentos de tubulagdes pelos
rizomas e prejuizos em lagos de hidrelétricas. E uma espécie de dificil controle
mecanico, devido a reproducdo vegetativa da espécie extremamente eficiente:
fragmentos de rizomas dao origem a novas plantas facilmente. Em alguns locais, é
realizado o controle quimico com a utilizagdo de uma combinacédo de defensivos
agricolas, porém, esta metodologia é problematica devido a grande poluicao
causada nos cursos de agua, as margens dos quais a espécie ocorre.

Introduzida no Brasil como planta ornamental ha mais de 400 anos, o
Hedychium tornou-se uma espécie invasora agressiva de areas brejosas. Os
estudos realizados nos ultimos 30 anos mostraram de forma consensual, que as
plantas, assim como a maioria de outros organismos, em condi¢des de baixa
tensdo de oxigénio, como as encontradas em solos alagados ou em plantas em
total submersao, substituem a respiracao aerébica pelo metabolismo fermentativo
(McManmon & Crawford 1971, Davies 1980, Mocquot et al. 1981, Joly & Crawford
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1982, 1983, Raymond et al. 1985, Joly 1991, 1994a, Crawford 1992, Joly &
Brandle 1995, Crawford & Brandle 1996). Okamoto (1998), em um estudo
ecofisiolégico enfocando o metabolismo respiratério das sementes de quatro
espécies de Inga postas para germinar em normoxia, hipoxia e anoxia,
demonstrou que as respostas observadas estavam diretamente correlacionadas
com o ambiente de origem das espécies estudadas. Os resultados obtidos
levantaram uma série de questées que poderiam auxiliar na compreensdo da
estratégia adaptativa desenvolvida para tolerar os periodos de baixa
disponibilidade de oxigénio no solo. Portanto, o objetivo deste trabalho é estudar a
ecofisiologia da germinacdo e dos primeiros estagios de desenvolvimento de
Hedychium, com o intuito de fornecer conhecimento para subsidiar planos de
manejo e/ou erradicacao da espécie em areas de conservacao, onde, em fungao

de sua agressividade, estd impedindo a regeneracao da vegetagao nativa.

O Ndcleo Picinguaba pertence ao Parque Estadual da Serra do Mar
(PESM) e esta localizado no municipio de Ubatuba, SP (23°20’S e 44°46'W). Em
seus arredores sao encontrados praticamente todos o0s ecossistemas
representativos da mata atlantica, desde manguezais e vegetagdo de planicie
litoranea com altissimos indices de biodiversidade, até pequenas ocorréncias de
campos de altitude nos seus pontos culminantes. E o tnico trecho do PESM que
atinge o nivel do mar, protegendo assim os ecossistemas costeiros. Constitui um
ponto ambientalmente estratégico por unir o PESM com o Parque Nacional da
Serra da Bocaina através de uma sobreposicao das duas unidades, integrando
ambas a um conjunto formado ainda pela Area de Protecdo Ambiental do Cairucu
e Reserva Ecoldgica da Joatinga, j4 no municipio de Paraty/RJ. O clima da regiao
caracteriza-se como tropical chuvoso, com chuvas ao longo de todo 0 ano. O més
de janeiro é o0 que apresenta maior pluviosidade e junho, a menor, nao existindo

déficit hidrico na regiao (San Martin-Gajardo & Morellato 2003).

Este trabalho sera apresentado em dois capitulos. No primeiro capitulo sao
abordados aspectos relativos as respostas das sementes a diferentes condicoes

ambientais. Foram realizados testes para avaliar condicdes de luz, temperaturas,
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disponibilidade de oxigénio e efeito do tempo de armazenamento para
determinacdo da durabilidade das sementes.

O segundo capitulo estuda a anatomia da semente, a composicao de seus
tecidos de reserva e testa a hipétese de que a disponibilidade de oxigénio no
momento da germinagdo poderia determinar diferentes padrdes de mobilizagao

destas reservas.

OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi estudar a germinagéo e os primeiros estagios
de desenvolvimento de Hedychium sob diferentes condi¢gbes de luz, temperaturas
e niveis de disponibilidade de oxigénio — normoxia, hipoxia e anoxia, verificando a
ocorréncia de germinacao em anoxia e possiveis diferengcas quanto a mobilizagao
das reservas de acordo com a disponibilidade de oxigénio durante a germinagéo.
Também foi avaliada a longevidade das sementes apds a dispersdao e
armazenamento. Foi testada a hip6tese de que uma das estratégias envolvidas na
capacidade de germinar sob privagdao de oxigénio estaria relacionada com o tipo
de reserva presente em suas sementes e ao seu modo de mobilizagdo nestas

condigdes.
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Capitulo 1 - Ecofisiologia da germinacao de Hedychium coronarium
Konig (Zingiberaceae), submetida a anoxia e hipoxia.

INTRODUCAO

Hedychium coronarium é uma macréfita aquatica nativa da regido do
Himalaia, na Asia tropical (Macedo 1997; Pio Corréa 1984). Introduzida nas
Américas, ocorre desde os Estados Unidos até a Argentina (Kissmann & Groth
1991) invadindo agressivamente baixadas Umidas e pantanosas, margens de
lagos, riachos e canais de drenagem, formando densas popula¢des (Lorenzi
1982). No Brasil, a espécie é muito comum em toda a zona litoranea (Kissmann &
Groth 1991).

Sabe-se que com o encharcamento do solo ha substituicdo da fase gasosa
(ar) do solo pela fase liquida (dgua). Dentre as conseqiiéncias deste processo
esta a diminuicdo da disponibilidade de oxigénio no solo (Rodrigues et al. 1993). A
capacidade das plantas viverem sob condicdes de uma deficiéncia ou auséncia
temporaria de oxigénio € amplamente disseminada na natureza. Assim, 0
conhecimento das vias de adaptagao a essas condi¢des é essencial, uma vez que
o encharcamento permanente ou temporario pode ocorrer em muitas regides.
Algumas plantas morrem rapidamente durante o encharcamento enquanto outras
séo capazes de sobreviver nestas condi¢cdes (Chirkova 1978).

Alguns estudos avaliam as diferentes estratégias adaptativas de espécies
que vivem sob condigdes de baixa disponibilidade de oxigénio. Plantas em total ou
parcial submersdo substituem a respiracdo aerdbica pelo metabolismo
fermentativo (McManmon & Crawford 1971, Davies 1980, Mocquot et al. 1981,
Joly & Crawford 1982, 1983, Raymond et al. 1985, Joly 1991, 1994a, Crawford
1992, Joly & Brandle 1995, Crawford & Brandle 1996). Outros mecanismos sao:
diminuicdo da taxa metabdlica, remog¢ao dos produtos téxicos, manutencado da
integridade e estabilidade das membranas e mudancas compensatérias no

metabolismo. Estas dltimas incluem: a sintese de enzimas adaptativas, a
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metabolizagdo de produtos provenientes do metabolismo anaerdbico, a oxidagao
enddégena anoxica e a adaptacao das vias respiratérias (Rodrigues et al. 1993).

Com relacdo a germinacao de sementes sob anoxia e hipoxia, existem

poucos estudos. A presenga de ar € um requisito basico para a germinagdo de
sementes e estabelecimento de plantulas (Hook 1984). Segundo Rumpho &
Kennedy (1981), apds a inundagdo ocorre um periodo de anoxia no interior da
semente, principalmente se for antes da ruptura do envoltério e se o periodo de
submersao for longo, resultando em impermeabilidade temporaria e morte da
semente. Ja segundo Kramer & Kozlowski (1979), a germinagcédo de semente sob
agua pode ser benéfica ou desastrosa, dependendo da profundidade, duragao da
inundagao, da temperatura da agua e principalmente da espécie. Okamoto (1998),
em um estudo ecofisiol6gico enfocando o metabolismo respiratério das sementes
de quatro espécies de Inga germinando sob normoxia, hipoxia e anoxia,
demonstrou que as respostas observadas estavam diretamente correlacionadas
com o ambiente de origem das espécies estudadas.
Para Bewley e Black (1994), dependendo da espécie, as sementes podem
germinar somente apds longas exposi¢des a luz ou apenas com breve exposicao
no escuro ou com periodos de luz e escuro, sendo muitas sementes indiferentes a
luz. A percepgéo, interpretagéo e transdugéo dos sinais luminosos sdo captados
por fotorreceptores, sendo o fitocromo o principal deles (Kendrick & Kronenberg
1994). A resposta das sementes a luz é variavel, de acordo com a espécie. Estas
podem ser classificadas como sendo fotoblasticas positivas, negativas ou neutras
(Mancinelli 1994; Silva et al. 1997).

Existem diferencas inerentes entre espécies quanto a longevidade das
sementes e, portanto, da velocidade de deterioragdo das mesmas. (Delouche
1969). O estudo da longevidade da semente é muito importante para espécies
agricolas, como graos utilizados para fins alimenticios, bem como para espécies
florestais utilizadas para fins de regeneracdo. Para estas, € muito utilizada a
aplicacao de testes que determinem a viabilidade das sementes que estdo sendo
comercializadas, como uma maneira de rotular a qualidade das mesmas. No

entanto, conhecer aspectos sobre a durabilidade e deterioracdo das sementes de
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espécies invasoras também pode fornecer informagdes Uteis, que auxiliem na
tomada de decisdo em relacdo as medidas de controle a serem adotadas.

A interferéncia da temperatura no processo de germinacao também se da
de maneira diferenciada para cada espécie. Além de interferir na velocidade de
embebicdo, a temperatura atua na velocidade de reagdo e, como resultado,
acelera ou ndo a germinagcdo da semente. Existem espécies que exigem
alterndncia de temperatura durante o processo germinativo, semelhantes as
condi¢des naturais (Popinigis, 1977; Carvalho & Nakagawa, 1980). A faixa de
temperatura em que normalmente ocorre a germinagao oscila entre 15 e 30° C
(Carvalho & Nakagawa, 1980).

Portanto, o objetivo deste trabalho foi verificar as respostas das sementes
quando expostas a diferentes condi¢des de luz, temperatura e disponibilidade de

oxigénio, além de determinar sua longevidade.

MATERIAL E METODOS

Caracterizacao da espécie

Hedychium coronarium J. Kénig (Zingiberaceae) € uma espécie herbacea
rizomatosa e perene. Conforme verificado em campo, as plantas podem atingir
cerca de até 2,0 m de altura, as inflorescéncias sdo terminais, com flores brancas,
trimeras, zigomorfas e bastante perfumadas. Algumas flores foram coletadas e
observadas com auxilio de lupa. Desta maneira, foi verificado que apresentam
ovario infero e triloculado. Foram coletados frutos em varios estagios de
desenvolvimento. Aqueles que ja se apresentavam maduros, iniciando a abertura
para dispersdo das sementes, foram medidos e 10 deles tiveram suas sementes
contadas.

O Hedychium, popularmente conhecido como lirio-do-brejo, ocorre em
areas permanentemente, ou sazonalmente, encharcadas e seus rizomas toleram
longos periodos de hipoxia, ndo resistindo, entretanto, a periodos de anoxia
superiores a 15 dias (Joly & Brandle 1995). A espécie apresenta tanto a
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reprodugdo sexuada, por formagdo de sementes, quanto a assexuada, pela
producédo de hastes aéreas a partir do rizoma (Tunison 1991; Stone et al. 1992).
Segundo Tunison (1991), fragmentos dos rizomas podem se dispersar pela agua,
através das bacias hidrograficas, e apresentar crescimento vegetativo em novas
areas.

Apesar desta propagacado vegetativa agressiva e dominante, a espécie
também investe com sucesso na reprodugdo sexuada, florescendo de dezembro a
margo (embora ao longo de todo o ano fornega flores em menores quantidades,
conforme observado em campo) e frutificando de maio a agosto. Seus frutos séo
capsulas de deiscéncia septicida, atingindo de 4 a 6 cm de comprimento,
alaranjados internamente, expondo essa coloragdo quando maduros e abertos.
Apresenta cerca de 30 sementes por fruto, com placentacdo do tipo axial. A
dispersao das sementes ocorre no periodo de menor precipitacao (Figura 1), onde
ha maior probabilidade de cairem em micrositios mais secos e arejados.

Morfometria de frutos e sementes
Apoés a retirada do arilo, 100 sementes foram medidas com paquimetro de
precisdo e pesadas em balanga analitica Metler.

Ecofisiologia da germinacao

Os frutos foram coletados no Nucleo Picinguaba, Parque Estadual da Serra
do Mar, municipio de Ubatuba/SP (23°28°13,6”S; 45°08°'14,6"W) e levados para o
Laboratério de Ecofisiologia Vegetal do Departamento de Botanica da UNICAMP,
onde as sementes foram retiradas dos frutos e os arilos removidos. Portanto, em
todos os tratamentos foram utilizadas sementes sem arilo. As coletas foram
realizadas entre maio de 2005 e maio de 2007.

Nos experimentos de germinagao, antes de cada tratamento, as sementes
foram lavadas com solugéo de hipoclorito de sédio a 0,25% durante 10 minutos.
Todos os tratamentos contaram com 10 placas de Petri, contendo 10 sementes
cada, ou, no caso das sementes submetidas a hipoxia, 10 béqueres contendo
100mL de agua destilada com 10 sementes cada.

20



Todas as repeticoes, de todos os tratamentos (referentes aos testes para
fotoblastismo, testes com diferencas de temperaturas, testes com diferentes
disponibilidades de oxigénio e testes para determinagdo da longevidade) foram
realizados em germinador ARTLAB, com 3 lampadas fluorescentes brancas
acopladas a porta.

Durante a contagem do numero de sementes germinadas era verificado se
as mesmas estavam viaveis ou apresentavam sinais de putrefacdo. Neste caso, o
procedimento era descarta-las ao longo do periodo do experimento. Padronizou-
se que o experimento seria considerado finalizado quando a taxa de germinagao
atingisse 100% ou quando as amostras restantes se mostrassem inviaveis ou, no
maximo, 30 dias apds a data de inicio.

A protrusdo da radicula foi considerada como indicio de germinacéo, e a

contagem, realizada diariamente.

Fotoblastismo

Foram comparadas as taxas de germinacao das sementes submetidas ao
tratamento de fotoperiodo de 12h e de sementes mantidas no escuro constante.
Ambos a 25° C constantes e condi¢gdes normais de oxigénio. A condicao de escuro
foi obtida acondicionando as sementes em caixas Gerbox pretas, envolvidas por
trés sacos de polietileno pretos sobrepostos. A manipulacao para a contagem foi
feita em camara escura, com a utilizacao de luz verde de seguranca (Joly &
Felippe 1979).

O indice de velocidade de germinacdo foi calculado segundo Maguire
(1962); VG = G1/N1+G2/N2+ -+ G6n/Nn gendo G1, G2,... Gn = nimero de

diasporos germinados e N1, N2,... Nn = nimero de dias apds a semeadura.

Temperatura

Os tratamentos testados foram: alternancia de temperaturas (12h de escuro
a 10° C e 12h de luz a 25° C) e temperatura constante (25° C) com fotoperiodo de
12h, ambos em condicbes normais de disponibilidade de oxigénio. Neste

experimento, foram utilizados, simultaneamente, dois germinadores, cada um com
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uma das regulagens ja especificadas. Estas temperaturas foram escolhidas por
serem muito préximas das condi¢gdes naturais existentes no local da coleta
durante a época mais fria e seca do ano. Cada tratamento contou com 10 placas
de Petri contendo 10 sementes cada, verificadas diariamente.

Para comparagdo destes tratamentos, também foi calculado o IVG,

conforme especificado no item acima.

Longevidade das sementes

A longevidade das sementes foi testada ao longo de 18 meses apds a
coleta, sendo apresentados os resultados dos testes apés 0, 1, 2, 3, 4, 5,6, 13 e
18 meses apds a coleta. O armazenamento das sementes foi feito em condi¢do
ambiente, no laboratério (temperatura mantida a 25° C £ 2° C) dentro de Gerbox
tampados e conservados ao abrigo da luz. Os testes foram realizados com 10
placas de Petri, contendo 10 sementes cada, ao longo de 30 dias, sendo feita
diariamente a contagem das germinadas. Neste experimento, foi utilizado
germinador com regulagem de temperatura constante de 25° C (x 2° C) e
fotoperiodo de 12h de luz branca. Foram comparadas as taxas de germinagao
obtidas em cada més de estudo, a fim de verificar se houve uma queda
significativa da viabilidade das sementes ao longo do tempo.

Disponibilidade de oxigénio: normoxia, hipoxia e anoxia

O termo “normoxia” foi utilizado neste trabalho para os tratamentos em
condi¢cdes normais de aeragdo. A condicdo de normoxia foi estabelecida com a
colocacao de 10 sementes em 10 placas de Petri sobre papel de filtro umido.

O termo hipoxia foi utilizado para definir sementes em condi¢cdes de
submersdo, portanto ndo medido, com menor concentragdo de oxigénio que a
condicao de normoxia, uma vez que a agua atua como barreira para a difuséao do
oxigénio até as sementes. A quantidade de oxigénio dissolvido na agua, nestas
condicdes, é de aproximadamente 86% em relacdo a saturagdo da agua (ou 7,5
mg/L) no inicio do experimento, sendo adotado como premissa que deveria ser
idéntica em todos os experimentos de hipoxia realizados. Este dado foi obtido

22



através da utilizagdo de um medidor de tensdo de oxigénio (marca JENWAY,
modelo 9071). A condicao de hipoxia foi obtida com a submerséo de 10 sementes
em 100mL de &gua destilada em béqueres cobertos com filme plastico. Foi
realizada também a medicao da concentragdo de oxigénio durante o experimento,
no 142 dia e ao final, no 30° dia. As concentracdes de oxigénio médias observadas
nestas fases foram, respectivamente, 75,7% e 15,3%.

Foram comparadas as velocidades de germinacdo das sementes
submetidas a normoxia em relagdo as que foram submetidas a hipoxia, utilizando
o IVG, da mesma maneira como ja foi mencionado para os testes de fotoblastismo
e temperaturas.

O termo anoxia foi utilizado para os tratamentos feitos em total auséncia de
oxigénio, monitorada através de um indicador especifico. Para estabelecer a
condi¢éo de anoxia foi utilizada uma jarra anaerdébica OXOID contendo um sachet
ANAEROGEN que libera um catalisador que remove totalmente o oxigénio da
jarra, que permanece fechada e selada durante todo experimento. Na parede
transparente da jarra é fixado um papel indicador, que comprova a total auséncia
de oxigénio no interior da jarra, através da mudanga de coloragdo (cor vermelha
em presenga de oxigénio e branca na auséncia). Em funcdo destas
caracteristicas, a contagem das sementes germinadas ndo podia ser feita
diariamente, sendo realizada apenas uma vez apés 30 dias de permanéncia das
placas de Petri no interior da jarra.

Todos os tratamentos referentes a disponibilidade de oxigénio (normoxia,
hipoxia e anoxia) foram realizados em germinador ARTLAB com temperatura de
252 C * 2°C, com fotoperiodo de 12h de luz branca, conforme as especificagoes
anteriormente informadas.

Teste de viabilidade das sementes — Tetrazolio

O teste de tetrazdlio é importante para a agricultura, pois fornece, de
maneira rapida, informagbes a respeito da qualidade das sementes, tanto em
termos de viabilidade como de vigor. E um teste baseado na alteracdo de
coloracdo dos tecidos vivos na presenca de uma solucao de cloreto de 2,3,5
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trifenil tetrazo6lio que detecta a atividade das enzimas desidrogenases envolvidas
na atividade respiratéria (Bhering et al. 2006). A coloracdo vermelha se deve a
formacdo de uma substancia estavel e que nao se difunde, chamada
trifenilformazan (Franca Neto et al. 1999). Quando h& a coloragao, significa que o
tecido esta vivo, portanto viavel. A intensidade da colorac&o indica o vigor, sendo
as coradas em carmim mais claro, as de maior vigor e as que se coram em
vermelho muito intenso, as que possuem tecido em deterioracdo. Coloragdes um
pouco mais claras indicariam viabilidade, porém menor vigor. Neste trabalho, a
palavra “vigor” refere-se as condigbes da semente quanto a sua capacidade de
germinar. Foram consideradas como sendo as de maior vigor, as que germinaram
com maior velocidade e de menor vigor as que germinaram (viaveis, portanto),
porém, com menor velocidade. As que ndo se coram, ndo apresentam atividade
respiratdria, portanto estdo mortas (Delouche et al. 1976). A interpretagé@o do teste
exige que cada semente seja analisada individualmente, quanto as partes coradas
e a intensidade da coloracéo, a fim de determinar a condicdo de cada semente
(Brasil 1992). Para cada espécie, existe uma metodologia a ser seguida, como
maneira de padronizar as resultados, em geral utilizados para espécies de valor
comercial. No caso de Hedychium, foram realizados diversos testes prévios a fim
de encontrar a melhor metodologia e os resultados mais confiaveis, ou seja, mais
proximos da realidade observada em laboratorio, se deram como descrito a seguir.

Foi realizado teste de viabilidade das sementes com o uso do sal de
tetrazdlio em solugcado a 1%, mantido em escuro por 24h a 25% C. As sementes
foram previamente cortadas e tiveram seus embrides expostos para facilitar o
contato com a solugdo. Foram utilizados 3 lotes de 10 sementes cada. Apés o
periodo de coloragdo, as sementes, juntamente com seus respectivos embrides,
foram observadas e classificadas de acordo com a tonalidade apresentada. As
classes de cores adotadas foram: “vermelho”, “rosado”, “vermelho muito intenso” e
“branco” para as nao coradas. A porcentagem de sementes coradas nas 3
primeiras classes de cor foi considerada como “vidvel” e a intensidade da
coloracado adquirida por cada uma foi relacionada com o vigor e a velocidade de

germinacao, sendo coradas em vermelho consideradas como as que germinam
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primeiro em cada lote, por serem mais vigorosas e as brancas como as que nao

germinam, ou seja, inviaveis.

Analise estatistica

Para os testes de germinacao, os resultados foram analisados através da
analise de variancia com os dados convertidos para arco seno da raiz quadrada
da porcentagem, sendo posteriormente aplicado o teste de Tukey a 5% de
probabilidade (Sokal & Rohlf 1995). O programa utilizado para as andlises de
variancia foi o VARPC, desenvolvido pelo professor Dr. Ladaslav Sodek, do
Departamento de Fisiologia Vegetal do Instituto do Biologia, da Universidade
Estadual de Campinas.

RESULTADOS

Caracterizacao climatica do ambiente natural

O clima da regido caracteriza-se como tropical chuvoso, com chuvas ao longo de
todo o ano. O més de janeiro é o que apresenta maior pluviosidade e junho, a
menor nao existindo déficit hidrico na regiao (San Martin-Gajardo & Morellato
2003). A observacdo dos dados pluviométricos de 2002 a 2006 mostra que o
periodo mais umido ocorreu entre dezembro e margo, enquanto a estacdo menos
umida se estendeu de junho a agosto. No ano de 2005, quando foi iniciada a
coleta de sementes, foram registrados 439,8 mm de precipitacdo em janeiro, e
56,7 mm em junho. Neste ano, o més de menor pluviosidade foi agosto,
registrando 31,3 mm. Em relacao as temperaturas médias, para 0 mesmo periodo
de 2002 a 2006, as mais elevadas foram registradas entre os meses de janeiro a
margo, enquanto que as temperaturas médias mais baixas ocorreram entre 0s
meses de julho a agosto (Figuras 1 e 2).
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Figura 1 - Climatograma do municipio de Ubatuba/SP, no periodo de 2002 a 2006. Construido com
base em dados disponiveis “on line” em www.ciiagro.sp.gov.br, baseado no modelo de Walter
(1971).

Morfometria da semente

Cada semente tem cerca de 3 mm de largura por 4 mm de comprimento,
sendo recoberta por um arilo vermelho. A massa fresca da semente recém-
coletada é de aproximadamente 0,0219 g. Apdés 24h de secagem a 50° C, a
massa é de 0,0119 g, e depois de um periodo de 48h de secagem a 50° C, 0,0118
g, em média. Essas informacdées demonstram que a semente tem um teor de

umidade préximo de 46% quando dispersa do fruto.

Fotoblastismo

As sementes recém-coletadas e germinadas sob a condicdo de escuro
apresentaram 76% de sementes germinadas apés 30 dias e IVG= 8,64, enquanto
qgue as recém-coletas e germinadas sob fotoperiodo de 12h apresentaram 78% de
taxa de germinagédo e IVG= 10,22. Para estas, ndo houve diferenca significativa
entre os tratamentos, segundo os testes estatisticos (F= 0,05 NS) (Figura 3)
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Figura 2: Temperaturas médias, minimas e maximas registradas no municipio de Ubatuba/SP no
periodo de 2002 a 2006. Construidos com base em dados disponiveis “on line” no site
www.ciiagro.sp.gov.br. Com base nestes resultados foi definida a faixa de alternéncia de
temperaturas (12h de escuro a 10° C e 12h de luz a 25° C) utilizada neste trabalho.
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Figura 3 — Teste de fotoblastismo de sementes de Hedychium colocadas para germinar a 25 °C,
em fotoperiodo de 12 horas (claro) e totalmente sem luz (escuro). 10 placas, com 10 sementes
cada, por tratamento. As placas do tratamento de escuro foram colocadas dentro de 3 sacos
plasticos pretos vedando qualquer possibilidade de entrada de luz, e a contagem foi feita em luz
verde de seguranga (Joly & Felippe, 1979). Tratamentos realizados em condi¢gdes de normoxia.

Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os tratamentos, segundo teste de Tukey.
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As sementes que foram armazenadas por um més antes de serem
colocadas para germinar, no claro e no escuro, apresentaram taxa de germinagao
de 83% e IVG=10,86 sob condicdo de escuro € 68% de germinacao e IVG= 8,60
sob fotoperiodo de 12h. Entre estas, houve diferenga significativa entre os
resultados (F= 7,79 a 5% de probabilidade, com a DMS= 1,261, segundo o teste
de Tukey a 5%), indicando que a condigdo de escuro seria mais favoravel. Para as
sementes armazenadas por dois meses, sob escuro, a taxa de germinagao foi de
71% e apresentaram |IVG= 6,24 e sob fotoperiodo de 12h, a germinacao foi de
64% e IVG= 6,32. A diferenca entre estas nao foi significativa (F= 1,90 NS),
segundo os testes estatisticos.

Portanto, de trés repeticbes, com sementes de idades distintas, apenas
uma, a intermediaria entre as trés, resultou em diferenca estatisticamente
significante, de maneira que ndo seria possivel afirmar que a auséncia de luz
poderia favorecer de fato a germinagdo. A partir destes resultados, é possivel
dizer que as sementes de Hedychium coronarium nao sao fotoblasticas.

Temperatura

Das sementes colocadas para germinar logo apds a coleta, mesmo sendo
expostas a baixa temperatura, foi observado o inicio da germinag¢ao logo no quinto
dia apos o inicio do periodo de incubacdo, porém somente no oitavo dia comegou
a ocorrer um numero mais expressivo de germinadas. Para este tratamento de
temperatura (25°C/ 10°C + 2°C), a taxa de germinadas apos 30 dias foi de 73% e o
IVG=5,13. Para as sementes colocadas para germinar a 25°C+ 2°C, o inicio da
germinagao iniciou-se no quarto dia, aumentando sua expressao a partir do quinto
dia. A taxa de germinacao destas foi de 78% e o IVG= 10,22. N&o houve diferenga
significativa na taxa de germinacao entre os dois tratamentos (F= 0,44 NS), porém
a germinagao foi sensivelmente atrasada quando as sementes foram expostas a
temperatura mais baixa (Figura 4)

No lote de sementes armazenadas por um més antes de serem postas

para germinar, aquelas que foram submetidas ao tratamento de alternancia de
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temperaturas a germinacao iniciou-se no sétimo dia, sendo mais expressiva a
partir do oitavo dia. A taxa de germinacao alcangada foi de 56% e o IVG= 4,22. As
sementes submetidas ao tratamento de temperatura constante comecaram a
germinar no sétimo dia, porém concentrando a maior parte das germinadas no
nono dia. A taxa de germinadas foi de 68% e o IVG= 8,60. A diferenca entre as
taxas de germinagcdo novamente ndo foram significativas, estatisticamente (F=
2,68 NS), porém a velocidade de germinagdo caiu na mesma propor¢ao para os
dois tratamentos, mantendo a velocidade mais lenta para as que foram
submetidas a temperatura mais baixa.

As sementes que foram armazenadas por dois meses antes da incubacao
apresentaram as primeiras radiculas no décimo quarto dia para o tratamento de
alternancia, com maior numero de germinadas no vigésimo primeiro dia. A taxa de
germinadas ao trigésimo dia foi de 53% e o IVG 2,20. Para as sementes
submetidas ao tratamento de temperatura constante, o inicio da germinacao se
deu no sétimo dia e o pico ocorreu no décimo dia. A germinagdo chegou a 64%
nesta condicao e o IVG= 6,32 (figura 4).
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Figura 4 — Teste de alternancia de temperatura na germinagdo de sementes de Hedychium
coronarium colocadas para germinar a 25 °C e na alternancia de 12 horas a 25 °C e 12 horas a 10
°C. 10 placas, com 10 sementes cada, por tratamento, fotoperiodo de 12 horas e condi¢cdes
normais de oxigenagdo. Letras iguais indicam que ndo houve diferenga entre os tratamentos,

segundo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Longevidade das sementes

Logo apds coletadas, 78% das sementes geminaram. Com um més de
armazenamento, a taxa foi de 68%. De dois a seis meses de armazenamento, as
taxas foram, respectivamente, 64%, 61%, 66%, 67% € 58%. Do décimo segundo
més até o décimo oitavo, as taxas de germinagao obtidas foram: 65%, 39%, 34%,
33%, 32%, 14% e 10% (figura 5). Os testes sugerem uma tendéncia de queda na
viabilidade das sementes ao longo do tempo, porém a diferengca nao foi
estatisticamente significativa se comparada més a més até o décimo segundo més
(Figura 6). A partir do décimo terceiro més de idade, as sementes passam a
perder de maneira significativa a viabilidade. O valor de F foi de 25,30 a O,01% de
probabilidade. O teste de Tukey a 5% fornece a DMS= 3.521. Os resultados mais
relevantes sdo apresentados na figura 6.
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Figura 5 — Teste de longevidade de sementes de Hedychium coronarium armazenadas em gerbox,
em condicbes normais de laboratério (25 oC + 2 oC). 10 placas, com 10 sementes cada, por
tratamento, fotoperiodo de 12 horas, 25 °C constante, condigdo de normoxia.
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Figura 6 — Curvas de germinacdo de sementes de Hedychium coronarium, armazenadas em
gerbox, em condigbes normais de laboratério (25 °C + 2 °C).10 placas, com 10 sementes cada, por
tratamento, fotoperiodo de 12 horas, 25 °C constante, condi¢do de normoxia.
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Disponibilidade de oxigénio: normoxia, hipoxia e anoxia

Sob disponibilidade normal de oxigénio, normoxia, 78% das sementes
recém-coletadas germinaram, com IVG= 10,22. Sob hipoxia, sementes recém-
coletadas germinam a uma taxa de 32% e IVG= 2,72. Sementes submetidas a
anoxia logo apos a coleta apresentaram 2% de germinagéo. Para as sementes
germinadas sob anoxia, ndo foi possivel calcular o IVG, uma vez que a contagem
foi realizada apenas no 30° dia. Estatisticamente, os trés resultados apontam para
evidéncias fortissimas, a um nivel de significancia de 0,1% de que se deve rejeitar
a hipotese de igualdade entre os tratamentos, ou seja, 0s mesmos diferem entre si
(F= 59,20 ***). O teste de Tukey aponta a DMS= 3,388 entre os tratamentos, apés
a transformacao dos dados em raiz do arco seno (figura 7).

Apb6s dois meses de armazenamento, sementes submetidas a normoxia
apresentaram 64% de germinadas e IVG= 6,32. Sementes submetidas a hipoxia,
apds o0 mesmo periodo de armazenagem, apresentaram novamente 32% de taxa
de germinagdo, com IVG= 2,22. Das sementes submetidas a anoxia, 21%
apresentaram protrusdo da radicula, mas ja se encontravam mortas na ocasiao da
abertura da jarra anaerébica. A um nivel de significancia de 1%, houve diferenca
entre os tratamentos de normoxia e os outros dois tratamentos, (F=8,89**), com
DMS=4,733. Porém, nao houve diferenca significativa entre os resultados para a
comparagao entre as condigdes de hipoxia e anoxia (figura 7).
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Figura 7 — Germinacdo de sementes de Hedychium em normoxia, hipoxia e anoxia. 10 placas, com 10
sementes cada, por tratamento, fotoperiodo de 12 horas, 25 °C constante. No tratamento de normoxia as
sementes foram colocadas em Gerbox sobre papel de filtro umedecido. A condigcdo de hipoxia foi obtida
mantendo as sementes submersas em 100 ml de 4gua destilada (Okamoto & Joly, 2000). Para estabelecer a
condicdo de anoxia foi utilizada uma jarra anaerébica OXOID contendo um sachet ANAEROGEN que libera
um catalisador que remove o oxigénio totalmente o oxigénio da jarra, que permanece fechada e selada

durante todo experimento (Okamoto & Joly, 2000). Teste Tukey a 5% de probabilidade.
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Sementes armazenadas por trés meses apresentaram 61% de taxa de
germinagdo sob normoxia, com IVG= 6,14. Sob hipoxia, a taxa de germinagéo se
manteve em 32% e IVG= 2,53 (figura 7).

Um total de 22% das sementes submetidas a anoxia apresentaram a
protrusdo da radicula, mas também ja se encontravam mortas quando foram
contadas. Novamente, a um nivel de significancia de 0,1%, houve diferenga entre
o tratamento de normoxia em relacdo aos tratamentos de hipoxia e anoxia
(F=15,42"**), sendo a DMS=2,736, mas ndo entre as situagdes de hipoxia e
anoxia (figura 7).

Viabilidade das sementes

De acordo com o teste de tetrazélio realizado, 80% das sementes recém-
coletadas se apresentam viaveis. Destas, 30% foram consideradas como sendo
as de maior vigor, por haverem apresentado coloracédo “vermelho”; 43,5% foram
consideradas sadias, por terem sido coradas de “rosado”. O restante das coradas,
equivalente a 6,5% das sementes coradas em “vermelho muito intenso”, foram
consideradas capazes de germinar, porém danificadas, que devem corresponder
aquelas que germinam apds um periodo maior de incubagao (as que apresentam
menor velocidade de germinagao). 20% das sementes permaneceram sem corar-
se, sendo interpretadas como aquelas que ndo germinariam, por serem inviaveis

(sem coloracéo, estas sementes foram contadas como “mortas”).

DISCUSSAO

Embora as sementes com um més de idade tenham apresentado resultado
diferente em relagdo a resposta a luz, este resultado ndao se repetiu com as
sementes recém-coletadas, nem com aquelas que tinham dois meses de idade
quando utilizadas nos experimentos. Deste modo, ndo se pode afirmar que a
condicdo de escuro seja mais favoravel a germinagdo. O mais adequado €
considera-la como uma espécie fotoblastica neutra, ou seja, indiferente a luz para
germinar (Mancinelli 1994). Sob escuro, fungos e agentes contaminantes se
proliferaram em menor quantidade, o que pode ter permitido que estas
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alcangcassem maiores taxas de germinacao, de acordo com o observado nas
placas (figura 3). Sendo assim, a espécie pode ser considerada capaz de
germinar tanto em areas expostas a luz, como areas de bordas e clareiras, ou
sujeitas ao sombreamento, como areas de sub-bosque.

Ja em relacdo ao efeito da alternancia de temperaturas testada, nota-se
que esta ndo afetou a porcentagem final de sementes germinadas, mas sim a
velocidade de germinacéo apresentada por elas (figura 3)

O IVG é um valor freqientemente expresso sem unidade, porém que se
refere a quantidade de sementes germinadas por unidade de tempo (Borghetti &
Ferreira, 2004). Portanto, isso significa que quanto maior o valor obtido para um
determinado tratamento, mais rapida é a velocidade de germinacdo apresentada
pelos propagulos submetidos a ele. Como ocorre com diversas outras espécies, a
alternancia de temperatura, utilizando uma temperatura mais baixa do que a
média observada no ambiente, provocou uma diminuicdo da velocidade de
germinagéo (Labouriau 1983; Lima et al. 1997; Santos & Cardoso 2001).

Esta diminuicdo de velocidade de germinacao, observada para a condicao
em que as sementes foram expostas a temperatura mais baixa por um periodo do
dia, demonstra que houve uma perda de vigor neste grupo de sementes. Delouche
(1969) relata que a perda de vigor esta relacionada ao inicio da deterioracdo da
semente, com queda na velocidade e uniformidade do crescimento e
desenvolvimento de plantulas.

A velocidade de germinagdo € um dos conceitos mais antigos de vigor de
sementes e tem como objetivo determinar o vigor relativo do lote, avaliando-se a
velocidade de germinagcdo, em condigcbes controladas de laboratério,
estabelecidas para o teste de germinacdo. Sementes com porcentagens de
germinagdo semelhantes freqientemente mostram diferengcas em suas
velocidades, indicando que existem diferencas de vigor entre elas.

A longevidade das sementes observada em laboratério sugere que estas
possam compor 0 banco de sementes das florestas tropicais. Isto esta de acordo
com o estudo de Young et al. (1987) que mostra um predominio de sementes de

gramineas, espécies arbustivas e herbaceas no banco de florestas tropicais,
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refletindo o importante papel destas na composicao da vegetacao nos primeiros
estagios da sucessdo. Em se tratando de uma espécie invasora, torna-se
importante o conhecimento deste fato, pois além da propagacao vegetativa muito
bem sucedida, a espécie também possui um grande potencial de colonizagdo de
novos ambientes, distantes da planta méae, através da dispersdo de suas
sementes e de sua durabilidade no banco.

A germinabilidade de sementes varia ao longo do ano, mas no caso de
Hedychium, quando os diasporos comegcam a perder significativamente a
viabilidade, novos frutos ja estdo maduros nos individuos parentais, prontos para
um novo evento de dispersédo. A época da frutificagao e dispersao coincide com a
estacdo mais seca do ano na regiao (figura 1) o que favorece a abertura dos
frutos e exposicao das sementes, uma vez que se trata de frutos do tipo capsular,
cuja desidratacdo € importante no mecanismo de abertura dos septos. Esta
estratégia também foi observada para Talauma ovata A. St.-Hil. (Magnoliaceae)
por Lobo & Joly (1996).

Estes dados sao referentes a longevidade das sementes armazenadas sob
condicdes de laboratério, e sdo provavelmente diferentes das que seriam
encontradas pelas sementes se houvessem caido no solo imediatamente apés a
dispersao, devido a acao de insetos e microorganismos decompositores presentes
no solo (Motta et al. 2006). Os bancos de sementes do solo podem ser
classificados em transitorios, nos quais as sementes germinam no periodo de até
um ano e em bancos persistentes, quando as sementes mantém-se viaveis por
periodo superior a um ano (Simpson et al. 1989). De acordo com Baskin e Baskin
(1998), varios autores classificam os bancos de semente como sendo de curta ou
longa duracdo. Nos bancos de curta duracdo as sementes permanecem viaveis
por periodos de no minimo um ano e no maximo cinco anos, enquanto que
naqueles de longa duracao as sementes permanecem viaveis por periodo minimo
de cinco anos. Apesar disso, os autores definem bancos persistentes quando as
sementes permanecem viaveis até a segunda estagdo de germinacao
subsequente. Isso permitiria sugerir que as sementes de Hedychium fizessem

parte do banco transitério, pois em campo, a viabilidade dos diasporos
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provavelmente seria inferior a verificada em laboratério, sendo enquadradas na
categoria de sementes de curta duragéo.

As curvas de germinacao apresentadas para os diferentes tratamentos séao
do tipo platicurtica, ou seja, apresentam um pico de germinagao nos primeiros dez
dias, mas depois a germinacdo continua ocorrendo ao longo de um periodo
relativamente longo. A grande variancia na frequéncia de germinacao sugere que,
sob condi¢cdes naturais, a germinacdo pode se estender de dias a meses,
aproveitando janelas de oportunidade. (Borghetti & Ferreira 2004).

Em relacdo aos tratamentos de restricdo de oxigénio, os resultados
demonstram que sob hipoxia ocorre uma queda significativa na taxa de
germinagdo, tanto em relagéo a velocidade de germinagcdo como na porcentagem
final de sementes germinadas (figura 7). Os resultados para anoxia ndo sao
conclusivos, pois sementes recém-coletadas apresentaram uma taxa de
germinacdo de 2% e essa porcentagem cresceu de maneira muito significativa
apds um periodo de armazenagem, sendo dificil explica-los apenas com base
nestes valores (figura 7). Uma hip6tese possivel seria a de que as sementes
recém-coletadas possuem um teor maior de agua em seu interior, portanto, menos
espaco para a existéncia de ar em seu interior. J& as sementes que foram
armazenadas, podem ter tido uma redugao no teor de agua e possivelmente tenha
ocorrido a entrada de ar em espagos no seu interior. Por este motivo, talvez, as
sementes com maior tempo de armazenamento possam ter tido maior sucesso
quando expostas a condigdo de anoxia, ja que possuiriam sua propria reserva de
oxigénio armazenada para utilizar na ocasido do inicio da germinagao.

Resultados semelhantes em relagcdo aos testes em auséncia de oxigénio
foram obtidos por Lobo & Joly (1996) para sementes de Talauma ovata, que séo
dispersas na estacdo mais seca do ano e ndo germinam sob alagamento, embora
quando adultas, suas plantas também tolerem periodos de auséncia de oxigénio
no solo. Apesar de ser tipica de matas de brejo, T. ovata ndo demonstra
preferéncia por esta situacdo, sendo que seu crescimento, apesar de nao ser
inibido por condigdes de alagamento, € favorecido em condigbes de boa
drenagem (Lobo & Joly 1995). A diferenca entre estas espécies é que Hedychium
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germina sob hipoxia, condicdo sob a qual T. ovata ndo se mostrou capaz de
germinar. Okamoto & Joly (2000) verificaram estes resultados para Inga sessilis,
cuja germinacao ocorre sob hipoxia, também em taxa sensivelmente reduzida em
relagdo a apresentada sob normoxia e sendo inibida quando em condigdo de
anoxia. No estudo de Okamoto (1998), sementes de Inga luschnathiana tiveram
alta taxa de germinagéo sob hipoxia (96%) e inibicdo da germinacéo sob anoxia,
enquanto sementes de [. affinis apresentaram capacidade de germinacdo sob
hipoxia com maior sucesso e mantiveram sua viabilidade sob anoxia, embora sem
germinar, por um periodo de 60 dias. Ainda neste mesmo estudo, /. fagifolia
mostrou-se bastante tolerante as condicbes de baixa disponibilidade ou auséncia
de oxigénio, germinando com taxa de 100% em ambas as situagbes. Séao
conhecidas pouquissimas espécies capazes de germinar sob anoxia, sendo este
fendbmeno relatado na literatura para as espécies arbéreas Erythrina caffra
(Fabaceae) (Small et al. 1989) e Chorisia speciosa (Bombacaceae) (Joly &
Crawford 1983), para Oryza sativa (Poaceae) (Bertani et al. 1980) e Echinochloa
crus-galli (Poaceae) (Kennedy et al. 1983, Kennedy et al. 1992), e para as plantas
aquaticas Trapa natans (Trapaceae), Nuphar luteum (Nymphaeaceae) e Scirpus
mucronatus (Cyperaceae) (Menegus et al. 1992).

Os resultados dos trabalhos que mostram perda de viabilidade de sementes
apds periodos de anoxia poderiam ser explicados pelo fendmeno de injuria pos
anoxia (Pfister-Sieber & Brandle 1994) ou a queda na fermentacdo (Okamoto
&Joly 2000). Ja a capacidade de algumas espécies serem tolerantes a auséncia
de oxigénio estaria relacionada as respostas metabdlicas destas, como reducao
da demanda energética e controle da producdo de metabdlitos téxicos, como
etanol e lactato nesta condigdo, associadas a adaptacdes morfo-anatémicas,
como raizes adventicias, aerénquimas ou lenticelas hipertrofiadas (Joly 1991,
1994).

Embora tenha sido constatada a protrusdo da radicula em situagdo de
anoxia, a germinagdo nao levou ao desenvolvimento da plantula. E possivel que
produtos do metabolismo anaerébico tenham causado danos ao embrido (Pfister-
Sieber & Brandle 1994) ou mesmo que a protrusdo tenha sido causada por um

40



fator apenas fisico. Ou seja, o de alongamento poderia ter sido provocado pela
entrada de agua nas células, causando a expansdo radicular, uma vez que o
tecido préximo ao hilo da semente possui naturalmente suas células mais
afrouxadas, como foi verificado nos cortes anatémicos realizados para o segundo
capitulo deste trabalho, justamente com a funcéo de facilitar a protrusdo. Apds a
retirada das sementes da jarra anaerébica, as mesmas foram mantidas sob
normoxia e acompanhadas por mais 30 dias, ndo tendo sido notado nenhum sinal
de que se mantivessem vivas. Ao contrario, a maioria entrou rapidamente em
deterioracdo ao longo deste periodo, confirmando a suspeita de que o periodo de
anoxia ao qual as sementes foram expostas lhes tenha sido letal. Este resultado é
abordado também no segundo capitulo deste trabalho.

Hedychium, embora seja capaz de colonizar com sucesso areas de solo
encharcado, portanto, com menor disponibilidade de oxigénio, ocorre também em
solos drenados, como foi observado em campo. Os resultados obtidos em
laboratério apontam uma maior germinabilidade em condigdes normais de
oxigenagao, como ocorre naturalmente em solo drenado. Portanto, seria possivel
sugerir que a ocupacao de ambientes brejosos por esta espécie nao se trata de
um aspecto preferencial, mas sim, resultante de sua vitéria na competicao por
recursos com as espécies nativas, que nao teriam tanto sucesso quanto o
Hedychium sob condi¢cbes desfavoraveis de disponibilidade de oxigénio no
momento da germinagéo.

A principal vantagem da distdncia na disseminacdo de sementes € a
ocupacgao de habitats diferentes daqueles onde os parentais se encontram (Howe
1986). Algumas espécies tém requerimentos especiais para a germinagao € o
estabelecimento, que sdo encontrados apenas em raros locais, como por
exemplo, uma area perturbada do sub-bosque (Howe & Smallwood 1982). Para
Hedychium, aparentemente, ndo existem requerimentos especificos para a
ocorréncia da germinagdo, mas ambientes sujeitos ao alagamento, tidos como
desfavoraveis para as demais espécies, tém se mostrado como os mais propicios

para sua ocupagao.
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Consideracoes finais

As sementes de Hedychium coronarium sao indiferentes a luz, o que lhe
permite ocupar ambientes bastante diversificados em relacdo a qualidade de luz,
desde clareiras e areas de borda, sob maior influéncia de luz, como o interior da
mata, sob condicbes de maior sombreamento e restricdo de luminosidade.

Ha um atraso na germinacdo quando as sementes sdo expostas a baixas
temperaturas, coincidindo com as condigdes encontradas pela espécie na época
de sua dispersdo, embora nesta época, os didsporos encontrem condigcdes mais
favoraveis em relagcédo a aeragéo do solo para germinar.

A longevidade da semente, que permitiria a presenga permanente de
diasporos no ambiente, ampliando a possibilidade de encontrar condi¢coes
favoraveis a germinacdo, associada a capacidade de germinar em condi¢bes de
baixa disponibilidade de oxigénio, conferem ao Hedychium uma vantagem
competitiva na ocupacdo de areas sazonal ou permanentemente alagadas.
Embora esta ndo seja a condicao preferida pela espécie para germinar, da mesma
maneira como outras espécies tolerantes, que também demonstram que
condi¢cdes de melhor aeragdo favorecem a germinacdo, a exemplo de T. ovata.
(Lobo & Joly 1995). Por esta razao, aproveitar a época do ano em que o solo
encontra-se menos encharcado para a frutificacdo seria uma eficiente estratégia
para que a maioria das sementes possa encontrar condigdes de maior

disponibilidade de oxigénio e obter a maior taxa de germinagao possivel.
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Capitulo 2 - Desenvolvimento pos-seminal de Hedychium coronarium
J Konig: as reservas da semente nos estagios iniciais do desenvolvimento
sob diferentes condic6es de oxigenacao.

INTRODUCAO

A germinacao € um fendmeno biol6gico que comegca com a absorcao de
agua pela semente, fendbmeno conhecido como embebicdo, e termina com o
comeco do alongamento do eixo embrionario, usualmente determinada pela
protrusdo da radicula (Bewley & Black 1994). Apbés a embebicdo, iniciam-se
processos metabdlicos utilizando as reservas da semente, que sdo geralmente
constituidas por carboidratos, proteinas e lipidios (Karunagaran & Rao 1991;
Bewley & Black 1994). A propor¢cdo dessa composi¢do pode variar de espécie
para espécie (Borges & Rena 1993; Bewley & Black 1994). Essas substancias sao
entdo mobilizadas durante a germinacao, e seus produtos de degradagcdo sao
usados para producdo de matéria-prima para a construgdo de novas células e
tecidos e geracdo de energia (Mayer & Poljakoff-Mayber 1975).

O estabelecimento de dada espécie esta ligado a capacidade de suas
sementes germinarem rapida e uniformemente, a fim de vencer a concorréncia
com outras espécies presentes no local, ou pela capacidade de se manterem
viaveis por periodos mais longos até que condigdes ambientais sejam propicias ao
desenvolvimento das plantulas (Borges 2003). Para tanto, cada espécie langa mao
de adaptacdes, como a mobilizagdo de determinadas reservas para diferentes
propositos (Borges & Rena 1993; Borges 2003; Buckeridge et al. 2004).

Hedychium coronarium J. Kénig (Zingiberaceae) € uma espécie herbacea
rizomatosa, perene, originaria da Asia tropical (Macedo 1997; Pio Corréa 1984).
No Brasil, a espécie popularmente conhecida como lirio-do-brejo, € muito comum
em toda a zona litoranea (Kissmann & Groth 1991), bem como habitando baixadas

umidas e pantanosas, margens de lagos, riachos e canais de drenagem, formando
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densas populagdes (Lorenzi 1982). Sabe-se que com o encharcamento do solo ha
substituicdo da fase gasosa (ar) do solo pela fase liquida (dgua). Como
consequéncia ocorre um déficit de disponibilidade de oxigénio no solo (Rodrigues
et al. 1993). Essa disponibilidade de oxigénio pode variar de hipoxia a total anoxia.
A presenga de ar € um requisito basico para a germinacdo de sementes e
estabelecimento de plantulas (Hook 1984). A germinagdo de sementes sob agua
pode ser benéfica ou desastrosa, dependendo da profundidade, duragdo da
inundagdo, da temperatura da agua e principalmente da espécie (Kramer &
Kozlowski 1979).

Estudos com germinagdo sao comumente realizados com espécies
arbéreas nativas com enfoque para conservacao (e.g. Andrade 2000, Albrecht et
al. 1986, Cabral et al. 2003, Carneiro & Pires 1983, Borges 2003) e/ou com
espécies de importancia econémica (e.g. Corte et al. 2006, Pontes et al. 2006,
Cacola et al. 2006) com objetivo de identificar caracteristicas que promovam um
melhor aproveitamento da espécie. Sao poucos os trabalhos que utilizam a
disponibilidade de oxigénio no solo em seus experimentos com germinagao (e.g.
Okamoto & Joly 2000). Apesar do aumento de trabalhos com germinagéo, este
numero ainda € incipiente para responder questoes relacionadas a adaptacdes da
semente a seu habitat preferencial.

O objetivo deste trabalho foi verificar o tipo de reserva das sementes de
Hedychium e comparar sua mobilizagcdo sob diferentes tratamentos de
disponibilidade de oxigénio. Testamos a hipdtese de que a espécie poderia
consumir as reservas da semente com padrdes diferenciados, de acordo com as

condi¢des de aeracao do solo sob o qual germina.

MATERIAL E METODOS

Espécie estudada
Hedychium coronarium J. Kbnig (Zingiberaceae), popularmente conhecida como

lirio-do-brejo, é uma espécie herbacea rizomatosa, perene, originaria da Asia
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tropical (Macedo, 1997; Pio Corréa, 1984). Invade agressivamente baixadas
umidas e pantanosas, margens de lagos, riachos e canais de drenagem, formando
densas populacdes (Lorenzi 1982). No Brasil, a espécie & muito comum em toda a
zona litoranea (Kissmann & Groth 1991).

Seguindo alguns dos critérios estabelecidos por Barroso et al. (1999), foi
feita a seguinte descricado da semente de Hedychium: pequenas, cerca de 4 mm
de comprimento por 3 mm de largura, com formato assimétrico (figura 8a), sob
corte transversal, apresentam-se de esféricas a ovaladas, sob corte longitudinal,
apresentam forma ovoide, de extremidades levemente anguladas (figura 9). A
testa é glabra e apresenta ondulagdes quando observada a lupa. Sua coloracao é
avermelhada quando contida no fruto e castanho médio quando coletada e seca.
A semente € oriunda de 6vulo anatropo, com micrépila e hilo visiveis, sendo este

pequeno e saliente; arilo de coloragédo vermelha.

Coleta
As sementes foram coletadas no Nucleo Picinguaba, PESM, no municipio de
Ubatuba/SP (S 23° 28 13,67; W 045° 08 14,6”) em maio de 2005. Apds serem
levadas para o laboratério de Ecofisiologia Vegetal da Universidade Estadual de
Campinas, tiveram seus arilos removidos e foram lavadas em solucao de
hipoclorito de sodio a 0,25% durante 10 minutos. As sementes submetidas a
normoxia e a anoxia foram postas para germinar em placas de Petri, sobre papel
filtro umedecido em &gua destilada. As sementes submetidas a condicdo de
hipoxia foram postas para germinar em béqueres contendo 100ml de &gua
destilada, cada um.

Para todos os tratamentos de disponibilidade de oxigénio, foram utilizados
germinadores ARTLAB, com 3 lampadas fluorescentes brancas acopladas a porta,
regulados com fotoperiodo de 12h e temperatura constante de 25° C +- 2° C.

As sementes germinadas foram retiradas das placas ou dos béqueres, e
transferidas para frascos contendo os fixadores escolhidos, de acordo com o que
se buscava observar, conforme sera descrito no topico a seguir. Também foram

utilizadas sementes ndo embebidas (figura 8a), ou seja, que ndo haviam
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absorvido agua e, portanto, ndo haviam iniciado o processo de germinacao, para
que também fosse conhecida a estrutura e a composicdo das reservas da

semente antes de sua germinacao.

Estudo anatémico da semente, do embrido e estagio inicial da
plantula.

Este estudo foi efetuado com a finalidade de conhecer a estrutura da
semente madura, verificar se a protrusdo da raiz ocorre por um processo fisico ou
fisiolégico em condi¢cdes andxicas e observar o inicio da mobilizacao das reservas
pelas sementes sob hipoxia e anoxia, comparando-as com as sementes
germinadas sob condi¢gées normais de disponibilidade de oxigénio.

Os cortes foram realizados no eixo hipocétilo-radicula do embrido: i) de
sementes maduras ndo embebidas (figura 8a); ii) de sementes recém-germinadas
sob condigbes normais de disponibilidade de oxigénio, aqui chamada de normoxia
(figura 8b); iii) de sementes recém-germinadas sob condicdo de menor
disponibilidade de oxigénio, condigdo denominada como hipoxia (figura 8b); iv) de
sementes submetidas a condicdo de auséncia de oxigénio, denominada anoxia
(figura 8b); v) de sementes germinadas em normoxia, jA& em estagio mais
avangado de desenvolvimento, denominado como fase de plantula (ca. 1,5cm a 2
cm. Figura 8c).

As sementes obtidas em cada tratamento foram fixadas em solucédo de FAA
e conservadas em alcool 70%. Foram feitas laminas permanentes com as
sementes ndao embebidas, com as recém-germinadas e com as que se
encontravam aderidas aos individuos na fase de plantula, incluidos em resina
plastica (Historesin Leica), seguindo-se a técnica de (Gerrits & Smid 1983) e
recomendacdes do fabricante; seccionados transversalmente e longitudinalmente
em micrétomo rotativo. O material ja incluido foi seccionado em micrétomo rotativo
manual com navalha de ago. A espessura dos cortes foi de 10 micrometros.
Algumas seccoes foram coradas com Azul de Toluidina a 0,05% em tampao
acetato pH 4,7 (O’Brien et al. 1964) por 3 minutos e lavadas em agua corrente. As

laminas foram observadas em microscopia Optica e fotografadas, tanto com o uso
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de filme fotografico ISO 100, revelado e escaneado (imagens digitalizadas,
portanto), como com o uso de cameras digitais, diretamente, acopladas ao
microscépio optico.

Testes microquimicos - Reserva da semente e mobilizacao

O material, constituido por sementes germinadas ou nao (as sementes nao
germinadas usadas sdo chamadas aqui de “ndo embebidas”) e submetidas aos
diferentes tratamentos de disponibilidade de oxigénio, foi fixado em parte com FAA
50 (formaldeido, acido acético, etanol 50% 1:1:18 v/v) por 24 horas (Johansen
1940) e em parte com FNT (Tampao fosfato, formalina, 9:1 v/v) por 48 horas. Apés
esses periodos os materiais foram desidratados e estocados em alcool etilico
70%:; desidratados em éalcool 90 e 100% e incluidos em resina plastica (Historesin
Leica), seguindo-se a técnica de (Gerrits & Smid 1983) e recomendacgbes do
fabricante; seccionados transversalmente e longitudinalmente em micrétomo

rotativo.

A fim de tornar possivel a determinagéao do tipo de substancia de reserva
presente nas sementes de Hedychium, amostras foram submetidas a testes
microquimicos que evidenciam polissacarideos (incluindo mucilagem e amido),
proteinas e compostos fendlicos hidrossoluveis; lipidios totais, &cidos e neutros
(incluindo acidos graxos livres). Os reagentes utilizados foram:

a. Vermelho de ruténio para evidenciar mucilagens acidas (Gregory & Baas
1989).

b. Azul de alciano para evidenciar mucopolissacarideos acidos (Pearse 1985).

c. Reacao PAS (Periodic-Acid-Schiff’'s reagent) para evidenciar polissacarideos
gerais (McManus 1948).

d. Preto de Sudao B para evidenciar lipidios totais (Pearse 1985).

e. Vermelho de Sudao IV (alcodlico) para evidenciar lipidios totais (Pearse 1985).

f. Sulfato azul do Nilo para evidenciar lipidios acidos e neutros (Cain 1947,
Jensen 1962).
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g. Acetato de cobre/ &cido rubianico para evidenciar acidos graxos (Ganter &
Jollés 1970).

h. Reagente de Lugol para evidenciar amido (Johansen, 1940).

i. Azul de Bromofenol, para evidenciar proteinas.

j. Xylidine Pounceau, para evidenciar proteinas (Vidal, 1970).

k. Azul brilhante de Comassie, para detecgao de proteinas totais (Fisher 1968).

RESULTADOS

Anatomia da semente e substancias de reserva encontradas.

Caracterizacao morfo-anatdbmica da semente madura

O envoltério da semente é constituido por uma camada de células
lignificadas, dispostas em paligada e recobertas por uma espessa cuticula. Logo
abaixo desta camada, encontra-se de uma a duas camadas de células
parenquimaticas amassadas, de conteudo aparentemente fendlico e/ou lipidico.
Abaixo desta camada, ha outra composta por células grandes, de parede delgada
e conteudo lipidico, seguida por camadas de células amassadas, também com
compostos fendlicos e/ou lipideos (figura 10).

A semente de Hedychium é albuminosa e apresenta como tecidos de
reserva: perisperma, endosperma e embrido, que diferem quanto a estrutura
celular e composigao quimica (figuras 9 e10).

O perisperma apresenta varias camadas de células alongadas, no sentido
radial, de parede delgada, cuja reserva é constituida apenas de amido em grande
quantidade, quando comparada com endosperma e embrido. O endosperma é
formado por varias camadas de células isodiamétricas de parede delgada,
contendo como reserva grédos de amido, acidos graxos e proteinas (e.g. figura
11A, C, E, H, J-N).

O embriao do tipo linear ocupa cerca de "4 da semente e apresenta-se em
posicao axial (figura 9). A germinacao é do tipo criptocotiledonar, ou seja, o
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cotilédone permanece encerrado na semente. As reservas encontradas no
embrido foram amido, proteina e &cidos graxos, em menor quantidade em
comparagao ao encontrado no perisperma e endosperma (figura 11B, D, F, I, N).

Os resultados dos testes microquimicos aplicados nas sementes nao
embebidas, submetidas a normoxia hipoxia e anoxia, sdo apresentados na tabela
1.

Tabela 1. Resultado dos testes aplicados nos tecidos de reserva e envoltério da semente.

Teste Substancia Embriao Perisperma Endosperma
aplicado evidenciada

NE N H A NE N H A NE N H A
Vermelho mucilagens acidas - - - - - - - - - - - -

de ruténio

Azul de mucopolissacarideos - - - - - - - - - -
alciano acidos

Reacéo polissacarideos - - - - - - - - - ..
PAS gerais

Azul proteinas totais - - - - - - - -4 + o+ o+
brilhante

de

Comassie

Azul de proteinas + + o+ o+ - - - -4 + o+ o+
Bromofenol

Xylidine proteinas + + o+ o+ - - - -+ + o+ o+
Pounceau

Vermelho lipidios totais - - - - - - - ..
de Sudao

\%

Preto de Lipidios totais - - - - - - - - - - - -
Sudéo B

Sulfato lipidios acidos e - - - - - - - - - - - -
azul do neutros
Nilo

Acetato de A&cidos graxos - + o+ o+ - - - -+ + o+ o+
cobre/

acido

rubianico

Reagente amido + + o+ o+ o+ + o+ o+ o+ + o+ o+
de Lugol

+ = substancia detectada; - =substancia ausente; NE = semente ndo embebida; N=normoxia; H=hipoxia; A=
anoxia.
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Mobilizacdo sob condicoes normais de disponibilidade de oxigénio durante a

germinacao
Sementes recém-germinadas apresentam pouca ou nenhuma mobilizagao

de grdos de amido dos tecidos de reserva para o embrido (figura 12 A-H) porém,
em estdgio mais avangado (quando é atingida a fase de plantula de 2cm de
altura), essa mobilizagdo se torna bastante evidente, principalmente em relagdo ao
perisperma (figura 15A-E). Com base nos resultados dos testes realizados para
evidenciar acidos graxos, ha indicios de que ocorre, em pequena propor¢ao, a
mobilizacdo desta substancia do endosperma para o embrido ao longo do
processo germinativo (figura 12 O), pois os resultados obtidos mostraram que nao
havia acidos graxos no embrido da semente nao embebida. Para as sementes nao
embebidas, apenas no endosperma houve reacao positiva indicando presenca de
acidos graxos (figura 11J). Também sao visualizadas proteinas nas células do
cotilédone nas sementes observadas na fase de plantula (figura 15F-J). Ao redor
do eixo hipocétilo-radicular, sao visiveis corpos lipidicos, contendo acidos graxos.

Mobilizacdo das reservas em sementes germinadas sob hipoxia

Sob hipoxia, foi estudado apenas o estdgio de “semente recém-germinada”.
E possivel notar a mobilizagdo de amido para o embrido, proveniente parcialmente
do perisperma, mas também do amido presente no endosperma (figura 13A-E).
Algum conteudo protéico também poderia ser interpretado como mobilizado para o
embrido, apenas com base nas laminas observadas (figura 13 F-K, M).

As sementes colocadas sob anoxia

Sob anoxia, embora em algumas repeticbes do experimento houvesse
ocorrido a protrusdo da radicula, ndo ocorre mobilizagcdo visivel das reservas do
perisperma, como nas situagées de normoxia e hipoxia. Os cortes mostram as
estruturas de modo muito parecido ao apresentado nas sementes ndo embebidas
(que nao foram colocadas para germinar). No entanto, em relacdo a densidade de

gréos de amido observada nas outras situagdes, houve uma reduc¢do no caso das
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sementes submetidas a anoxia (figura 14 A-E). Poderiamos, entéo, inferir que
ocorre o inicio da germinagdo, mas com a utilizacdo de reservas provenientes de
outra parte da semente, diferentemente do processo de germinagdo sob
condi¢des normais de oxigenagao, embora a protrusdo da radicula aparentemente
tenha ocorrido devido ao alongamento celular ap6s a entrada de agua.
Aparentemente, a semente morreu antes de finalizar a germinagao. A presencga de
um forte odor também indica que foi iniciado algum processo metabdlico,
corroborando o resultado observado nas laminas, mas que devido ao tempo

prolongado de exposi¢ao a anoxia, levou os propagulos a morte.

DISCUSSAO

A mobilizacdo das reservas da semente para o embrido ao longo do
processo de germinacao tem sido mais bem estudada para espécies de poucos
grupos, mais notadamente o das gramineas, sendo estudados preferencialmente
0os mecanismos adotados por aquelas que tém aplicacdo e valor comercial
(Bewley 1997). Espécies invasoras sdo pouco estudadas com relacdo a estes
aspectos.

Hedychium apresenta o tegumento formado por células de conteudo
lipidico. Isto indica que a entrada de 4gua deve ocorrer a partir da micrépila. Em
muitas espécies, o tegumento, além da funcao de protecao durante a dispersao, ja
bem documentada, apresenta também a funcdo de armazenagem e regulagéo
futura das reservas (Murray 1988).

Sao encontrados na semente madura de Hedychium os dois tipos de
tecidos de reserva, endosperma e perisperma, em conformidade com relatos na
literatura mencionando a ocorréncia simultanea dos dois tipos de tecido em
espécies de monocotiledéneas, incluindo estudos com a familia Heliconiaceae
(Siméao et al. 2006) e com a prépria familia Zingiberaceae (Liao & Wu 2000). Estes
tecidos tém diferentes origens embrionarias, durante o desenvolvimento da
semente, e, portanto, podem ser compostos por diferentes substancias, e em
diferentes proporcdes, de acordo com a espécie em questdo. O perisperma, na
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maioria das espécies, € derivado do tecido nucelar materno, e acaba por ser
absorvido conforme o embrido amadurece. Poucas espécies 0 apresentam como
um tecido persistente de reserva. Algumas espécies apresentam simultaneamente
o endosperma e o perisperma, em diferentes propor¢oes (Bewley & Black 1994). A
maneira como 0s nutrientes sdo transferidos ao embrido dependem das estruturas
do saco embrionario desenvolvidas enquanto a semente é formada e pode ser
relacionada ao numero de sinérgides, ao suspensor, ao endosperma celular ou
nuclear e ao “endosperma liquido” (Murray 1988). A primeira divisdo mitotica do
zigoto da origem ao embrido, propriamente dito e ao suspensor. Este ultimo
assume o papel de posicionar o embrido de maneira que este se encontre em
condi¢éo nutricionalmente favoravel (Bhalla et al. 1981).

O endosperma pode ser desenvolvido de duas maneiras em
angiospermas: seguindo um padrdo celular ou nuclear. O segundo padrdo €
classificado em 3 tipos. O primeiro, € endosperma formado e retido como um
6rgao de reserva na semente madura. O segundo é um tecido que se forma,
porém € substancialmente degradado até o momento em que o embrido encontra-
se formado e maduro. E no terceiro, as divisbes nucleares sdo terminadas
precocemente (Murray 1988). Em castanha o perisperma desenvolve-se primeiro
como um tecido de reserva. Entdo o endosperma se desenvolve enquanto o
perisperma senesce (Hawker & Buttrose, 1980). A espécie aqui estudada
apresenta o endosperma bem desenvolvido na semente madura. Entretanto, o
perisperma € 0 que parece suprir a demanda inicial por energia para o embrido
durante a germinacgao, pois € visivel sua degradagdo quando comparado nos trés
estagios analisados. Os processos que ocorrem ap0s a emergéncia da radicula,
como a mobilizagdo da maior parte das reservas, nao fazem parte da germinagéo,
propriamente dita, sendo eventos classificados como pds-germinativos (Bewley &
Black 1994).

De modo geral, as reservas de carboidratos, de lipidios e de proteinas séo
utilizadas na constituicao de componentes estruturais no crescimento da plantula
(Ziegler 1995), e os carboidratos que se encontram pré-formados nas sementes
atuam como substrato para a respiragdo no periodo anterior ao inicio da
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germinacao (Bewley & Black 1994).

Algumas sementes possuem como principal material de reserva estoques

de carboidratos, outras, armazenam como principal reserva corpusculos protéicos
e outras ainda sédo essencialmente lipidicas, por armazenarem energia na forma
de Oleos e &cidos graxos. A espécie estudada aqui possui carboidratos como
principal reserva, sendo o amido o mais comum. Embora também tenha
apresentado porgcbes consideraveis de proteinas e também conterem &cidos
graxos, baseado nos resultados dos testes, estas ndo parecem ser suas principais
fontes energéticas para o inicio do desenvolvimento da plantula. Seria 0 mesmo
caso de sementes de cereais com o milho e o arroz, por exemplo.
A diferengca observada quanto a estrutura do amido nos dois tecidos estudados
pode ser explicada por caracteristicas estruturais dos amidos. O amido é
composto por uma mistura de dois polissacarideos, a amilose e a amilopectina. O
primeiro € essencialmente linear, enquanto o outro € bem ramificado. Embora a
proporcdo entre amilose e amilopectina seja mais ou menos semelhante na
maioria dos amidos (25% para a primeira e 75% para a segunda), podem também
ocorrer variagdes, de acordo com a espécie. Cada espécie que apresenta amido
em suas sementes, também guarda caracteristicas que permitem, inclusive, sua
identificacdo botanica, relativas ao desenho das estrias, aos tamanhos e formas
tipicas de cada grao, também podendo ser estas caracteristicas especificas para
cada tecido. A reagdo da amilose com o iodo do reagente “Lugol”, resulta numa
coloragdo azul escuro. J& a amilopectina, em reagdo com o iodo, propicia o
aparecimento da cor azul violacea ou purpura. A amilose é mais hidrossoluvel que
a amilopectina, devido a sua estrutura molecular (Ring et al. 1993).

A principal diferenca entre a mobilizacdo das reservas do endosperma e
das reservas do embrido é que o tecido endospérmico geralmente esta morto na
ocasiao em que o grao se encontra maduro e as reservas sdo quebradas por
enzimas sintetizadas pela camada de aleurona ou pelo proprio embrido (Ring et al.
1993).

O embriao é compreendido como o eixo embrionario e um ou dois

cotilédones. O eixo embrionario inclui a radicula, o hipocoétilo e os primérdios
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foliares (plumula). Em dicotiledbneas, estas partes sao facilmente discernidas,
poréem em monocotiledéneas, identifica-las € um pouco mais dificil (Bewley &
Black 1994). Sementes endospérmicas freqlientemente apresentam cotilédones
bastante delgados, que ocupam pouco espaco na semente madura, ao contrario
de espécies que nao apresentam endosperma e utilizam os cotilédones como
estrutura de armazenamento de reservas. Hedychium possui o cotilédone

bastante reduzido.

Com base no estagio estudado para a condigdo de hipoxia, as diferencas
nao sao tao acentuadas neste estagio de “semente recém-germinada” entre os
dois tratamentos de disponibilidade de oxigénio. Muitas substéncias passam a ser
mobilizadas para o embrido somente num estagio mais avangado do
desenvolvimento, e ndo logo ap6s a germinagéo. Porém, nota-se que ha uma sutil
diferenca entre a densidade de amido no perisperma e no endosperma para cada
situagcdo. Em normoxia, a primeira reserva utilizada é proveniente principalmente
do perisperma, enquanto que sob hipoxia, também nota-se uma mobilizacao dos
graos de amido do endosperma. Em feijao de corda, num primeiro momento,
ocorre sintese de proteinas no eixo embrionario, seguido pela diminuicdo no teor
de proteinas no eixo embrionario, concomitantemente a um aumento do teor de
aminoacidos (taxa de degradacdo de proteinas é maior que a de sintese, no
inicio). A seguir, ocorre uma diminuicdo no teor de aminoacidos do eixo
embrionario e aumento nos cotilédones, representando sintese de aminoéacidos
nos cotilédones devido as atividades enzimaticas e incorporacdo de aminoéacidos
em moléculas estruturais no eixo embrionario, resultando em crescimento
(Bezerra et. al. 2003). Em relagdo ao amido, também observado por Bezerra et. al.
2003 no estudo com feijdo de corda, na fase inicial da germinagdo, uma parte do
amido € translocado dos cotilédones apds hidrélise e sintetizado no eixo
embrionario. Nao existe amido no eixo embrionario de sementes quiescentes,
segundo Xavier Filho (1988). A seguir, parte do amido do eixo € degradado em
acUcares e utilizado na respiracdo. Ocorre entdo, uma leve diminuicdo no teor de
amido dos cotilédones, sendo que nos eixos, esse teor mantém-se, indicando que
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0 que é consumido pelo embrido é reposto por translocacdo do que estd no
cotiléedone. N&o existe atividade hidrolitica das substancias de reserva em
cotilédones intactos antes da emergéncia da radicula (Bewley & Black 1994) e a
taxa de degradacdo do amido € baixa nos primeiros estagios da germinagao
(Juliano & Varner 1969; Monerri et. al. 1986).

As imagens sugerem de que de fato ocorre um padrdo diferenciado da
mobilizagdo das reservas, em relagcdo ao perisperma e ao endosperma, de acordo
com a disponibilidade de oxigénio no momento da germinacdo. A hip6tese de que
poderia haver alguma adaptagdo envolvendo uma diferenciagdo na utilizagédo
destas reservas deveria ter sido testada também através de outros métodos,
quantitativos, preferencialmente, a fim de confirmar essa observacao qualitativa.
As fases estudadas ndo foram suficientes para descrever com maior nivel de
detalhamento este processo, por terem envolvido apenas o periodo muito inicial
do desenvolvimento, ocasido em que boa parte das reservas segue intocada.
Porém, os resultados observados abrem caminho para que novas investigacoes
sejam iniciadas, neste sentido. Buckeridge et al. (2004) relata os passos
envolvidos na mobilizagdo das reservas, 0 que em breves linhas inicia-se com a
embebicdo da semente, e segue com a producdo e/ou ativacdo de enzimas ja
presentes e reacOes cataliticas, de modo ordenado e programado, ocorrendo de
acordo com a posicao das células que as contém. As mais proximas aos feixes
vasculares sao as primeiras a serem utilizadas, e esta ordenagao tem relacao com
0s processos de morte programada dos tecidos vegetais. Os processos de
ativagdo e inativagdo de determinados tipos de enzimas, possivelmente s&o
influenciados pela atmosfera que envolve as sementes. As privagdes de oxigénio,
segundo as imagens obtidas, sugerem que reservas normalmente deixadas para
fases posteriores sejam mobilizadas no lugar de outras, como uma estratégia
alternativa da espécie para que alcance maior rendimento energético, sob esta
situacdo, ou como uma maneira de contornar problemas ocasionados pela
inativacao de alguma enzima regulatéria no decorrer da germinagao sob anoxia.
(Relembrando que o amido presente no endosperma € de qualidade diferenciada
daquele encontrado no perisperma, portanto, infere-se que possivelmente é
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mobilizado através de mecanismo distinto.). Dada a lacuna encontrada pela nao
aplicacao de outros tipos de métodos de analise, neste momento, com o presente
trabalho realizado, é possivel apenas inferir que ha uma diferenca no padrao de
mobilizacdo das reservas de acordo com a condicdo sob a qual a semente
germina, mas sem descrevé-las de maneira detalhada.

Em milho, portanto uma monocotiledénea como Hedychium, condi¢cdes de
alagamento do solo costumam ser bastante restritivas, porém ja foram estudadas
variedades tolerantes a situagdo de hipoxia quando em presenga de calcio no solo
por ocasido da germinagao de suas sementes (Vitorino 1999, Dantas et al. 2001,
Alves et al. 2002). Verificou-se que este elemento atua na estrutura da parede
celular, diminuindo os danos desencadeados pelo estresse de oxigenagao,
prevenindo o afrouxamento da parede celular, embora provoque uma diminuicao
no tamanho alcangado pelas plantulas (Dantas et al. 2001). Uma das variedades,
chamada de “saracura”, apresenta um mecanismo de tolerancia observado por
Alves et al. (2002) que envolve estratégias morfolégicas, como a formagédo de
aerénquimas de tipo lisigeno tanto na parte aérea como nas raizes (Alves et al.
2002), e bioquimicos, como estudado por Sachs et al. (1980) em raizes primarias
de plantulas de milho, que observou nas duas primeiras horas de estresse
anaerobico, a ocorréncia de forte repressao da sintese de proteinas aerdbicas,
acompanhada de progressiva inducdo da sintese de 20 polipeptideos
anaerobicos. A maioria desses polipeptideos tem sido identificada como sendo
enzimas envolvidas na glicolise ou no metabolismo dos agucares-fosfato, e
enzimas envolvidas com o processo de afrouxamento de parede celular, como a
xyloglucano Endo-transglicosidase, celulase e poligalacturonase (Peschke &
Sachs 1994; He et al. 1996 e Dantas et al. 2001).

A morte dos propagulos apos a protrusdo da radicula sob a condicdo de
anoxia condiz com o resultado obtido para as plantas adultas desta espécie,
observados por Joly & Brandlé (1995), que apresentou tolerancia dos rizomas a
anoxia por até 15 dias, seguida pela morte da planta apds este periodo. Isto
demonstra que esta espécie, assim como a variedade de milho “saracura”, por

exemplo, tolera apenas curtos periodos de anoxia e que esta caracteristica
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apenas lhe confere uma vantagem adaptativa em relagdo aquelas espécies que
séo intolerantes a esta condigéo, provocada pelo alagamento do solo.

Consideracoes finais

Seriam necessarios novos estudos para determinar com maior precisao e
clareza as diferencas no padrdo de mobilizagdo das reservas quando as sementes
germinam sob condigcbes de restricdo de oxigénio, pois a maior parte das
substancias é mobilizada apenas em eventos pos-germinativos, no momento de
estabelecimento da plantula. Portanto, seria necessario realizar o
acompanhamento e as comparagdes entre os tecidos remanescentes das
sementes germinadas sob as diferentes disponibilidades de oxigénio, enquanto
estes estivessem ainda aderidos as plantulas, quando estas ja se encontrassem
mais desenvolvidas, a fim de tornar possivel a visualizacdo da mobilizacdo das
reservas com maior clareza e detalhamento.

Em face do resultado obtido para a condicdo de anoxia estudada, uma
sugestao seria para que outros periodos, inferiores aos 30 dias testados, fossem
também observados.

Embora estes resultados ndo sejam conclusivos a respeito da forma como
se da a alteragcdo no padrdo de mobilizagdo da reservas, o presente trabalho
sugere um caminho interessante para o estudo da capacidade de germinar sob
anoxia para esta espécie. De acordo com o observado no material estudado, a
condi¢do de anoxia nao é tolerada pela espécie pelo periodo estudado, que foi de
30 dias. A diferenca na mobilizagdo da reserva do endosperma, aliada a
semelhanga das imagens obtidas para as sementes ndo embebidas em relagéo
aos demais tecidos, indica que a morte destes propagulos se deu num periodo
bastante curto, possivelmente antes mesmo de ocorrer a protrusdo da radicula,
qgue pode ter sido continuada por um fenémeno fisico e nao fisiolégico. Esta é a
razao pela qual acredita-se que, mesmo sob condicdo de auséncia de oxigénio,
ocorra o inicio do processo germinacao de Hedychium.
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DISCUSSAO GERAL

Conforme ja foi visto, no primeiro capitulo, o trabalho demonstrou que a
espécie tem como caracteristicas, em relacdo a germinagéao, melhor desempenho
sob condigdes de boa drenagem e aeragcdo, mas que possui mecanismos para
germinar sob condigbes de restricdo de oxigénio, de acordo com o observado no
segundo capitulo. Sob normoxia, cerca de 80% das sementes recém-coletadas
germinaram, contra cerca de 30% em condigdo de hipoxia. A velocidade de
germinagdo também foi bastante afetada sob restricdo de oxigénio, sendo
bastante inferior a observada em normoxia. Sob anoxia, apenas 2% das sementes
iniciaram o processo de germinacdo quando recém-coletadas. Porém, com um
més de armazenamento, a taxa de germinagcdo sob anoxia aumentou
sensivelmente para cerca de 20%. Este fato poderia ser explicado pela
possibilidade de a semente com mais idade apresentar espagos em seu interior,
formados pela perda de agua devida a dessecagdo, que poderiam, de alguma
forma, guardar pequenas quantidades de ar e facilitar a germinacdo destas, em
relacdo as sementes mais frescas. No entanto, esta seria apenas uma suposicao,
pois ndo foi realizado nenhum procedimento que permitisse verificar a existéncia
de tais espacgos gerados pela perda de umidade no interior da semente.

E uma espécie indiferente & luz para germinar, sendo considerada uma
semente fotoblastica neutra. Quanto a temperatura, foi observada uma diminuigao
na velocidade de germinacdo quando expostas a temperatura equivalente a que
ocorre no inverno (estacao mais fria e seca, em Ubatuba, onde foram coletadas),
mas a taxa de germinagédo final ndo diferiu estatisticamente daquelas que
germinaram sob temperaturas mais altas, como as que ocorrem no restante do
ano. A longevidade dos propagulos se manteve relativamente alta por cerca de um
ano apos a dispersao, demonstrando uma tendéncia a queda no decorrer deste
periodo. Isto pode ser interpretado como um indicio de que a espécie possa
compor o banco de sementes até que ocorra um novo evento de dispersdo. A
viabilidade das sementes recém-coletadas, demonstrada pelo teste de tetrazodlio,
esta de acordo com o observado na pratica, quando estas foram postas para
germinar sob condigdes normais de aeragao e temperatura de 25° C +- 2° C.
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No segundo capitulo, foi verificado que a principal substancia de reserva
das sementes de Hedychium é composta por amido. A semente possui dois
tecidos de reserva e que estes diferem entre si quanto a composicdo. O
perisperma é formado por amido e o endosperma contém amido e proteinas. A
estrutura do amido do perisperma difere da estrutura do amido presente no
endosperma. Os diferentes tratamentos de disponibilidade de oxigénio
demonstraram que existe um padrao diferenciado de mobilizagdo do amido para o
embrido em cada situagao, ainda que as sementes tenham morrido devido ao
tempo excessivo de exposi¢do a atmosfera anaerdbica, que foi de 30 dias, neste
estudo. A mobilizacdo do amido presente no endosperma das sementes que
foram submetidas a anoxia comprova a capacidade destas de germinar em
auséncia de oxigénio, de acordo com o0 que foi observado nos testes de
germinagao do primeiro capitulo e inclui o Hedychium no restrito rol de espécies

capazes de germinar sob auséncia de oxigénio.
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ILUSTRACOES

Figura 8: Desenhos dos estagios de desenvolvimento estudados: a) semente nao
embebida, b) semente recém-germinada e c) restos da semente aderida a plantula.

Figura 9: Desenho da semente sob corte transversal. a) micropila, b) tegumento, c)
perisperma, d) endosperma, e) eixo embrionario.
(Desenhos das figuras 8 e 9 feitos por Tiago Brito)
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Figura 10: Estrutura da semente durante a germinagao (sob condigées normais de oxigenagao).
Barra = 70 um.

Figura 11: Sementes nao embebidas. A e B: coloragdo com Lugol. C e D: uso de luz polarizada. E:
coloragdo com Sulfato Azul do Nilo. F: coloragdo com Azul Brilhante de Comassie. G, H e I:
coloragdo com Xylidine Ponceau. J: coloragdo com Sudan Black. K: coloragdo com acetato de
cobre e acido rubianico. L: coloragdo com Azul de Toluidina. M e N: Reacdo de PAS. PER =
perisperma, END= endosperma, EMB= embriéo.
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Figura 12: Sementes recém-germinadas sob condi¢des normais de oxigenacédo (normoxia). A — E:
Lugol. F - H: luz polarizada. | e J: Azul de Bromofenol. K — N: Xylidine Ponceau. O: Acetato de
cobre e acido rubianico. P: Reacdo de PAS. PER= perisperma, END= endosperma, EMB=

embrido.
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Figura 13: Sementes recém-germinadas sob hipoxia. A e B: Lugol. C - E: luz polarizada.
F e G: Azul de Bromofenol. H — K: Xylidine Ponceau. L: Acetato de cobre e éacido
rubianico. M: Sulfato Azul do Nilo. PER= perisperma, END= endosperma, EMB= embrido.
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Figura 14: Sementes recém-germinadas sob condicio de anoxia. A e C. Lugol. B,D e E:
Luz polarizada. F- H: Xylidine Ponceau. J e N: Azul de bromofenol. | e K: acetato de cobre
e 4cido rubianico. L e M: Reacgéo de PAS.

PER= perisperma, END= endosperma, EMB = embrido.
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Figura 15: Estdgio mais avangado de desenvolvimento: restos dos tecidos das sementes aderidas
as plantulas, desenvolvidas sob condi¢gdes normais de oxigenagédo (normoxia). A e B: Lugol. C — E:
luz polarizada. F e G: Azul de bromofenol. H — J: Xylidine Ponceau. K: Acetato de cobre e &cido

rubianico. L: Reagao de PAS. PER= perisperma, END= endosperma, EMB= embrido.
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