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RESUMO

A germinacdo é uma sequéncia ordenada de atividades metabdlicas, que se inicia com a
embebicdo e culmina na protrusdo da radicula dos envoltorios da semente. Estudar esse
processo & extremamente importante para producdo de mudas, que poderdo entre outras
aplicacdes serem utilizadas na revegetacdo de areas degradadas. Para o processo de germinacéo
sdo necessarios alguns fatores externos, como luz, 4gua e oxigénio. A presenca desses fatores
¢ de grande importancia para formacdo de plantulas normais. Algumas espécies sdo
consideradas dormentes, por adotarem uma estratégia de sobrevivéncia para superar condi¢Ges
ambientais adversas. Para essas espécies a germinacdo nao acontece mesmo quando as
sementes sdo viaveis. Essas sementes germinam apenas quando esse processo € interrompido,
0 que pode ocorrer naturalmente quando as condi¢cdes tornam-se mais favoraveis para a
sobrevivéncia da espécie ou de forma induzida. Estudos demonstram que o ultrassom pode
aumentar a taxa de germinacédo, no entanto, uma aplicacdo de dosagem excessiva pode causar
danos graves a semente, impossibilitando a germinacdo. O presente trabalho teve objetivo
estudar a quebra da dorméncia pela aplicacdo de ondas ultrassdnicas de baixa frequéncia e
avaliar o seu efeito sobre a germinagédo de sementes de Senna multijuga (Rich.) H. S. lIrwin &
Barneby, espécie utilizada na revegetacdo de areas degradadas. Embora o ultrassom possua
muitas aplicagdes, 0 seu uso para a quebra de dorméncia é ainda uma area pouco explorada. O
experimento avaliou o efeito do banho e da sonda de ultrassom em diferentes tempos sobre as
sementes, que foram colocadas para germinar em caixa gerbox sobre papel umedecido com
agua destilada. Apds os tratamentos foram analisadas a taxa de germinacdo, o nimero de
plantulas e o indice de velocidade de germinagdo (IVG). Os resultados foram comparados a
outra metodologia ja descrita na literatura (&cido sulfirico) e avaliados estatisticamente
mediante teste de Tukey, sendo possivel concluir que entre os tratamentos avaliados, a sonda
de ultrassom é o tratamento mais eficiente e seguro para acelerar a germinacdo de sementes de
S. multijuga e produzir um maior nimero de plantulas, que consequentemente sera de grande
contribuicdo para producdo de um maior nimero de mudas em curto periodo para serem
utilizadas na revegetacdo de areas degradadas.

Palavras-chave: Germinacdo. Revegetacdo. Ultrassom.



ABSTRACT

Germination is a sequence of metabolic activities, that begins with the soaking and it culminates
in the protrusion of the radicle from the seed. The study of this process is extremely important
for the production of seedlings to be used in revegetation of degraded areas. Some external
factors, such as light, water and oxygen, are required for the germination process. The presence
of those factors is of great importance for the formation of normal plantules. Some species are
considered dormant because they adopt a survival strategy to overcome adverse environmental
conditions. For these species, the germination does not happen even when the seeds are viable.
These seeds germinate only when these condutions are interrupted, which can occur naturally
or by induction. Studies had shown that ultrasound can increase germination rate, however,
over-dosing can cause serious damage to the seed, making germination impossible. The
objective of this work is to study dormancy breaking by the application of ultrasonic waves of
low frequency and to evaluate its effect on seed germination of Senna multijuga (Rich.) H. S.
Irwin & Barneby, species used for revegetation of degraded areas. Although the ultrasound has
many applications, its use for dormancy breakdown is still not a fully explored area. The
experiments canied out evaluated the effect of the bath and the ultrasound probe at different
times on the seeds that were placed to germinate on paper moist with distilled water in gerbox.
After ultrasound application, germination rate, the number of plantules and the speed of
germination index (SGI) were obtained and analyzed. The results were compared to another
methodology already described in the literature (sulfuric acid) and statistically evaluated by
Tukey test. It can be concluded that among the evaluated treatments, the ultrasound probe is the
most efficient and safe treatment to accelerate the germination of S. multijuga seeds to produce
a larger number of plantules, which consequently will be of great contribution to the
development and production of a larger number of seedlings in a short period to be used in the
revegetation of degraded areas.

Keywords: Germination. Revegetation. Ultrasound.
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1. Introducdo

A Mata Atlantica ¢ um dos biomas mais ricos em biodiversidade do Brasil,
originalmente estendia-se continuamente ao longo da costa brasileira. No decorrer dos anos
grande parte deste bioma foi destruido e as florestas que antes cobriam areas enormes foram
reduzidas a varias subdivisdes florestais pequenas e distantes entre si (GASON et al., 2000).

A fragmentacdo da Mata Atléntica limita a migracdo e a colonizacdo de espécies,
necessarias para a conservacao das popula¢es. Mudancas na vegetacdo geram desequilibrio no
ecossistema, pois as caracteristicas intrinsecas da nova vegetacao influenciam negativamente
nos processos fisicos, quimicos e bioldgicos do solo (CASSIOLATO et al., 2010). Essa
degradacdo ambiental é causada especialmente devido as a¢bes antropicas.

A revegetacdo é fundamental para estabelecer uma conectividade entre fragmentos
florestais e para melhorar as condic¢des do solo, sendo por isso recomendada esta acdo em areas
degradadas utilizando espécies nativas, evitando assim mudancas na vegetacdo que possam
levar a desequilibrios ecoldgicos (CASSIOLATO et al., 2010; TABARELLI et al., 2005).

Desta forma, para se obter um maior nimero de sementes que gerem plantas viaveis,
deve-se buscar maneiras que levem a germinag&o em curtos intervalos de tempo (VENANCIO
etal., 2013).

O processo de germinacdo é decorrente de uma sequéncia de eventos fisiologicos no
embrido, iniciando-se pela embebicdo e subsequentemente na protrusdo da radicula dos
envoltorios da semente (FERREIRA et al., 2004).

Para que ocorra a germinacdo deve-se ter, entre outras condigdes, a presencga de luz e a

disponibilidade de agua e oxigénio. Porém, mesmo que estas condi¢des estejam presentes, 0
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processo de germinacdo pode ndo ocorrer para muitas espécies, sendo estas denominadas
dormentes por ndo apresentarem capacidade de germinar em determinado periodo de tempo na
presenca de condi¢Ges ambientais favoraveis (BASKIN et al., 2004; CARDOSO, 2009).

A dorméncia é uma estratégia evolutiva de sobrevivéncia que visa proteger a espécie,
uma vez que a germinagdo s passa a ocorrer em situacdes que aumentem a possibilidade de
obtencdo de uma planta saudavel (MORI et al., 2012).

Encontrada na Mata Atlantica, a espécie arbdrea Senna multijuga (Rich.) H. S. Irwin &
Barneby conhecida popularmente como pau-cigarra é pertencente a familia Fabaceae que, por
ser pioneira, € recomendada na revegetacdo de areas degradadas (LORENZI, 2008), uma vez
que espécies nativas reduzem o impacto ambiental e conservam a biodiversidade em um
processo de recuperacdo de areas degradadas (CARNEIRO et al., 1998; BARBOSA et al.,
2003).

Utilizar sementes de S. multijuga (Rich.) H. S. Irwin & Barneby na revegetacdo néo é

simples, pois esta espécie apresenta dorméncia fisica devido ao envoltorio impermeavel a 4gua,
que dificulta a embebicdo e o inicio do processo de germinacdo (PINTO, 2013).
Sdo usadas varias técnicas para se quebrar a dorméncia de sementes. No caso das sementes de
S. multijuga (Rich.) H. S. Irwin & Barneby as mais usadas s&o: imersdo em &gua a 100°C por
48 horas (CARVALHO, 1994; MORI et al., 2012) e &cido sulfurico para a escarificacdo do
tegumento (PINTO, 2013).

Pinto et al. (2013) também realizou um estudo com sementes de S. multijuga, utilizando
diferentes tratamentos para quebra de dorméncia, como escarificacdo mecanica (lixadas na
regido hilar), escarificacdo térmica (30 minutos de imersdo em agua fervente) escarificacdo
quimica (&cido sulfarico concentrado por 5 minutos). O melhor resultado foi alcancado em
sementes que foram imersas em acido sulfarico concentrado por 5 minutos, obtendo-se uma
taxa de germinacao de 92% das sementes.

Como a dorméncia de sementes impede que a germinacao ocorra de maneira uniforme,
buscar técnicas para quebrar a dorméncia de sementes de forma rapida, com baixo risco para o
ambiente e para o operador e com elevada eficacia é um grande desafio.

Estudos mostram que a aplicacdo de ultrassom de baixa frequéncia em meio liquido facilita a
absorcdo de agua pelas sementes, com consequente aumento na taxa de germinacéo e de
crescimento (YALDAGARD et al., 2008; VENANCIO et al., 2015). Entretanto a intensidade

e tempo aplicados causam diferentes graus de influéncia no processo de germinacdo (PASSOS
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et al., 2013; VENANCIO et al., 2016), podendo inclusive levar a danos graves na semente o
que pode até impedir a germinacdo.

Venancio et al. (2016) realizaram testes com sementes de Senna multijuga avaliando os
diferentes tempos no banho de ultrassom, obtendo um maior nimero de sementes germinadas
nos grupos que sofreram tratamento ultrassonico quando comparado ao grupo que nédo sofreu
nenhum tipo de tratamento.

Na literatura muitos trabalhos ndo identificam qual o tipo dos equipamentos de
ultrassons utilizados (PASSOS et al.2013; YU et al., 2016) e alguns indicam o0 uso do banho de
ultrassom (BAPTISTA et al., 2017; VENANCIO et al., 2016) para acelerar a germinagao das
sementes.

Diante do exposto, nota-se que a quebra de dorméncia utilizando ultrassom de baixa
frequéncia se apresenta com potencial promissor para o processo de germinacao e o crescimento
inicial de mudas utilizadas para a revegetacdo de areas degradadas, sendo necessario se
aprofundar na avaliagcdo do efeito do processo, bem como a sua eficiéncia quando comparado
com os métodos tradicionais. O presente trabalho traz uma contribuicdo para a literatura ao
apresentar dados e estudos inéditos com a sonda de ultrassom para quebrar a dorméncia de

sementes de S. multijuga.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

» Estudar e avaliar a quebra da dorméncia pela aplicacdo de ultrassom por meio de banho
e sonda, identificar o seu efeito sobre a germinacdo de sementes de S. multijuga, bem

como a eficiéncia da técnica e comparar com a literatura.

2.2. Objetivos especificos

» Levantar dados relativos a eficacia do uso de ultrassom na quebra de dorméncia de
sementes de S. multijuga;

« Avaliar o efeito da sonda de ultrassom sobre a germinacdo de sementes de S. multijuga;

« Avaliar o vigor das sementes submetidas a aplicacdo do banho e da sonda de ultrassom;

» Auvaliar e comparar o desempenho do uso de ultrassom em banho e por sonda;

» Comparar os resultados obtidos com o uso de ultrassom e com escarificagdo quimica.
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3. Revisdo de Literatura

3.1. Revegetacao

Os biomas mais ricos em biodiversidade do planeta encontram-se no Brasil: Amazonia,
Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pampa e Pantanal (Figura 1). A Mata Atlantica é o mais
ameacado em comparacdo aos demais e, desperta grande interesse por parte do ser humano
devido a sua vasta biodiversidade (LAGOS et al., 2007; ANDRADE et al., 2014).

A Mata Atlantica apresenta cerca de 22.300 espécies diferentes de plantas e animais,
das quais 38% s&o consideradas endémicas (RIBEIRO et al., 2009; FUNDACAO SOS MATA
ATLANTICA, 2013). Segundo o Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais (INPE, 2011)
apenas em torno de 7,8 % da area original desse bioma permanece preservada (Figura 2), e
reduzida a varios fragmentos florestais de pequena extensao e distantes entre si (GASCON et
al., 2000).

Na Mata Atlantica do estado de Sdo Paulo ha aproximadamente 2.000 espécies arbdreas
identificadas, das quais 10% sofrem risco de extin¢do, mostrando a urgéncia da preservacéo,
conservacao e restauracdo de areas degradadas (RIBEIRO et al., 2011; BARBOSA, 2006).
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Figura 1 — Mapa com as localiza¢des dos biomas brasileiros.

"~ BIOMA
| CAATINGA
- NEIOTA |
MATA ATLANTICA
BIOMA
PAMPA

Fonte: Disponivel em: < https://www.estudopratico.com.br/biomas-brasileiros-o-que-e-

caracteristicas-mapa/ >. Acesso em: 23 set. 2019.

A fragmentacdo de habitats € uma grande ameaca a diversidade bioldgica, sendo
responsavel pela extincdo desenfreada de inimeras espécies, por causar danos irreversiveis
(BRANDON et al., 2005). Em decorréncia da fragmentacgéo surge o efeito de borda, que altera
os fatores ambientais, causando a alta incidéncia de luz em locais antes cobertos por vegetagéo,
aumentando a temperatura local, diminuindo a umidade e aumentando a velocidade dos ventos
(KAPOS, 1989).

Modificagbes na composicdo da flora alteram consequentemente a fauna, afetando
funcdes ecoldgicas como predacdo, parasitismos, herbivoria, polinizacdo e dispersdo de
sementes (AIZEN et al., 1994; CUNNINGHAM, 2000).


https://www.estudopratico.com.br/biomas-brasileiros-o-que-e-caracteristicas-mapa/
https://www.estudopratico.com.br/biomas-brasileiros-o-que-e-caracteristicas-mapa/
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Figura 2 — Mapa comparativo entre a area de cobertura vegetal original de Mata Atlantica e a

remanescente que ainda permanece preservada.

Floresta de Mata
Atldntica - 1500

Remanes cente
Floresta de Mata
Atldntica - 7,8%

Fonte: Disponivel em: <https://novaescola.org.br/conteudo/5482/ambiente-e-acao-huma na-

nas-florestas>. Acesso em: 23 set. 2019.

O desmatamento contribui para um rapido empobrecimento dos solos devido a
lixiviacdo que atingem com facilidade superficies desmatadas, causando também erosdo
(MARTINS et al., 2016) (Figura 3). Para melhorar as condi¢des do solo em areas degradadas
é recomendado a revegetacdo do local (SCABORA et al., 2010).


https://novaescola.org.br/conteudo/5482/ambiente-e-acao-huma%20na-nas-florestas
https://novaescola.org.br/conteudo/5482/ambiente-e-acao-huma%20na-nas-florestas
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Figura 3 — Area degradada com eros&o.

Fonte: Autoria propria

Para que ocorra a recuperacdo de areas degradadas, através da revegetacdo, uma
estratégia € utilizar espécies de rapido crescimento e, que sejam capazes de melhorar o solo,
depositando matéria organica e reciclando nutrientes (FRANCO, 1991; SCHIAVO, 2005). As
folhas que caem e o crescimento de raizes de espécies pioneiras estabilizam o solo, aumentam
a atividade bioldgica do mesmo e consequentemente criam condi¢cBes favoraveis para o
desenvolvimento de outras espécies mais exigentes (FRANCO et al., 1992; SCHIAVO, 2005).

Dentre as espécies pioneiras, as leguminosas tém se destacado na revegetacao de areas
degradadas. A S. multijuga é um exemplo disso, devido a adaptacdo desta espécie a diversos
solos, sendo prépria para utilizacdo em revegetacao de areas degradadas e matas ciliares, como

também para a arborizacdo urbana (LORENZI, 2008).

3.2. Sementes

A semente é o 6rgdo responsavel pela dispersdo e perpetuacdo das espermatéfitas
(plantas que produzem sementes), sendo originada do processo de fecundacao,
desenvolvimento e amadurecimento do 6vulo. O inicio da formagdo das sementes ocorre nas

flores, com a fertilizagdo dos 6vulos, momento responsavel pela recombinagdo genética de
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gametas masculino e feminino, assegurando uma variabilidade genética favoravel a adaptacao
das espécies (MORAES, 2007).

A abertura do botdo floral indica a maturidade sexual da planta. Ap6s ocorrer a dupla
fecundacdo nas angiospermas, a parede do ovario transforma-se em fruto, o zigoto transforma-
se em embrido, o nucleo endospermatico origina o endosperma (tecido de reserva) e 0s
integumentos do 6vulo transformam-se em tegumentos ou testa da semente (RAVEN et al.,
2001).

O genotipo é responsavel por influenciar diretamente a qualidade fisiologica das
sementes. Entretanto o meio pode contribuir para manter ou perder esta qualidade fisioldgica,
pois a partir da maturagéo as alteracGes degenerativas comegam a ocorrer, e dependendo das
condicdes de armazenamento, dos cuidados durante a colheita e da secagem a qualidade pode
ser perdida (MARCOS FILHO, 2005).

Alteraces no eixo embriondario sdo decorrentes da perda da qualidade das sementes,
que consequentemente afeta a germinagdo, o vigor da populacdo de plantas produzidas e
dificulta a implantacédo das culturas (MORAES, 2007).

As sementes do ponto de vista funcional, independentemente do tamanho, sdo constituidas de
trés componentes (MORAES, 2007) (Figura 4):

e O tecido protetor é a estrutura externa que delimita a semente, denominado de
tegumento. Dentre as suas funces, é responsavel por manter as partes internas da semente
unidas, por proteger as partes internas contra choques e abrasdes, por evitar a entrada de
microrganismos na semente, por regular a velocidade de reidratacdo da semente, por regular a
velocidade das trocas gasosas (oxigénio e gas carbdnico) e por regular a germinacdo, através
do mecanismo de dorméncia.

¢ O eixo embrionério € a parte vital da semente, é capaz de iniciar divisdes celulares, de
crescer e formar um novo individuo adulto. O crescimento inicia em duas direcdes, para as
raizes e para o caule. O embrido é formado pelo eixo embrionario e cotilédones (tecido de
reserva). A extremidade inferior do eixo do embrido pode apresentar caracteristicas nitidas de
folha, caule e raiz, sendo denominados de folha primaria, cauliculo e radicula respectivamente.

e O tecido de reserva atua como reservatdrio e como fornecedor de compostos organicos
em formas simples, que podem ser utilizadas pelo eixo embrionario desde o inicio da
germinacdo até que a plantula se torne autotréfica. No caso da S. multijuga que € uma especie
dicotileddneas esta localizado nos cotilédones.
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Figura 4 — Estrutura da semente de dicotiledbnea.

Tegumento ou
casca

Cotilédone

Radicula
Cauliculo

Folha Primaria

Fonte: Disponivel em: <http://www.portalsaofrancisco.com.br/biologia/semente>. Acesso em:
01 mar. 2018.

As sementes tém a funcdo de contribuir com a dispersao e a sobrevivéncia de plantas
sob condicBGes ambientais favoraveis ou desfavoraveis. Sao responsaveis pela perpetuacdo da
espécie, e quando sdo florestais podem produzir mudas para serem utilizadas na revegetacdo de
areas degradadas, mantendo a biodiversidade local. No Brasil € importante obter uma grande
quantidade e variedade de sementes para revegetacdo, pois 0 pais possui biomas com alta
biodiversidade que sofrem cada vez mais com a acdo antropica desenfreada (VENANCIO et
al., 2015).

3.3. Senna multijuga (Rich.) H. S. Irwin & Barneby

A familia Fabaceae pode ser considerada a terceira maior familia de angiospermas do
planeta e uma das principais do ponto de vista econémico, sendo dividida em trés subfamilias:
Faboideae, Caesalpinioideae e Mimosoideae. Essa familia apresenta distribuicdo cosmopolita,
com aproximadamente 727 géneros e 19.325 espécies, tendo como principal caracteristica a
presenca de frutos em forma de vagem (LEWIS et al., 2005). E uma das principais familias que
compdem a flora brasileira, sendo que no pais sdo encontrados aproximadamente 221 géneros
e 2.802 espécies pertencentes a essa familia (LIMA, 2000; Flora do Brasil 2020, 2017).
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S. multijuga é uma espécie arbdrea pertencente a familia Fabaceae e a subfamilia
Caesalpinioideae, conhecida popularmente como pau-cigarra (LORENZI, 2008), sendo nativa
da Mata Atlantica. E uma planta decidua durante o inverno, heliéfita, pioneira e indiferente as
condicdes fisicas do solo, sendo por isso utilizada na revegetacdo de areas degradadas de
preservacdo permanente (LORENZI, 2008; SOUZA et al., 2017). Também pode ser utilizada
na arborizagéo de ruas, parques e jardins, devido ao pequeno porte e forma estreita da copa
(CARVALHO, 2004).

A arvore dessa espécie atrai muita atencao pela floracdo que ocorre de dezembro a abril,
caracterizada pelas flores amarelas e perfumadas que revestem inteiramente sua copa (Figura
5).

Figura 5 — Arvore de S. multijuga com sua floracdo amarela.

Fonte: Autoria propria.

Nos meses de maio a agosto o fruto dessa espécie amadurece, sendo um legume reto,
achatado lateralmente na forma de vagem, com coloragdo castanho escuro, deiscente, com 9 a
18 cm de comprimento. Suas sementes sdo planas, lustrosas e achatadas, apresentam coloragédo
pardo-esverdeada, com 5 a 8 mm de comprimento e dorméncia tegumentar (CARVALHO,
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2004) (Figura 6). As sementes ainda sdo caracterizadas por apresentarem apice arredondado,
levemente truncado, com base afinada e reentrante na regido hilar. No centro da semente ha
uma areola de coloracdo marrom-escura circundada pelo pleurograma fechado (AMORIN et
al., 2008).

Figura 6 — Sementes de S. multijuga.

Fonte: Autoria propria.

3.4. Germinagéo

O termo germinacao pode ter diversas definicdes, de acordo com a area de investigacao.
Do ponto de vista botanico a germinagao é um processo bioldgico constituido pela retomada do
desenvolvimento do embrido, que compreende uma sequéncia de atividades metabdlicas, tendo
inicio com a embebicdo e culminando com o rompimento do tegumento pela radicula
(LABOURIAU, 1983; MORAES, 2007).

A andlise da germinacdo em laboratério tem como objetivo estimar 0 nUmero maximo
de sementes que germinam sob condi¢fes de temperatura constante, substrato, umidade e
aeracdo padronizados, para que os testes possam ser reproduzidos e comparados (BRASIL,

2009). Estas analises possibilitam uma germinacdo regular, mais rapida e completa das
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amostras em estudo. Testes de germinacdo em condigcfes de campo podem apresentar resultados
erroneos, alterados por causa das variagdes das condi¢cdes ambientais.

Em laboratdrio os substratos devem ter a capacidade de reter agua, serem esterilizados
e apresentarem Potencial Hidrogenionico (pH) entre 6,0 e 7,5, sendo o papel (filtro e manta-
borrdo) e a areia, os mais utilizados. A agua para umedecer o substrato deve ser livre de
impurezas e apresentar pH entre 6,0 — 7,5 (BRASIL, 2009). As camaras de germinagéo, assim
como todos os materiais utilizados, devem ser limpas para evitar contaminacdo nos testes. A
luz e a temperatura devem ser controladas e variarem de acordo com a espécie estudada.

A germinagdo inicia quando as sementes estdo maduras e em condi¢Ges ambientais
adequadas. Alguns fatores externos sdo necessarios para que ocorra a germinagdo, como
disponibilidade de agua, oxigénio, temperatura e luz (FOWLER et al., 2000). Sementes que
germinam nessas condi¢Ges sdo consideradas quiescentes, ja as que ndo germinam nessas
condigdes sdo consideradas dormentes, por apresentarem alguma outra restricdo que impede a
germinacédo (PINTO, 2013).

3.4.1. Dorméncia das sementes

Uma semente € considerada dormente quando ocorre uma interrupgao temporaria no seu
desenvolvimento (MOLIZANE, 2012). A dorméncia é uma caracteristica que foi adquirida
provavelmente durante a evolucdo através da selecdo natural, para que a espécie possa
sobreviver em ambientes adversos, como calor, frio ou seca (SILVA, 2003). Essa caracteristica
é considerada uma estratégia benéfica, pois aumenta a probabilidade de sobrevivéncia da
espécie por causa da distribuicdo da germinacgdo ao longo do tempo, e pode estar relacionado
aos fatores fisicos, fisiologicos e morfoldgicos das sementes (PINTO, 2013).

Existem dois tipos de dorméncia, exdgena (tegumentar) e enddgena (embrionaria). A
dorméncia exdgena € a mais comum, e esta relacionada com a impermeabilidade do tegumento
a agua, devido a presenca de inibidores quimicos no tegumento e a resisténcia mecéanica deste
ao crescimento embriondrio. J& a enddgena esta relacionada a presenca de embrido imaturo ou
mecanismo de inibicao fisiologica que impede seu desenvolvimento (CARVALHO, 2004). Em
algumas espécies os dois tipos de dorméncia podem ocorrer simultaneamente ou
sucessivamente nas sementes (CARVALHO, 2004).
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A dorméncia exdgena estd associada a fatores fisicos, quimicos ou mecanicos
(MENEZES et al., 2009). Quando associada a fatores fisicos é causada pela presenca de tecidos
localizados na parte externa do embrido, sendo impermeaveis a agua e gases (BASKIN et al.,
2004). Esta impermeabilidade é causada por uma camada de células alongadas e justapostas
com diferentes graus de espessamento, denominadas de macroesclereides, que podem ou nao
estar impregnadas por lignina (CORNER, 1976; FERREIRA et al., 2004) e por outras
substancias hidrofobicas (ROLSTON, 1978; MORRISON et al., 1998; BASKIN, 2003). Na
natureza seres vivos presentes no solo, como fungos e bactérias, podem minimizar este tipo de
dorméncia ao degradarem o tegumento das sementes de algumas espécies.

Os tratamentos mais utilizados para quebrar a dorméncia exdgena sdo: escarificagdo
mecanica, escarificacdo quimica (acido sulfarico) e escarificacdo térmica (FOWLER et al.,
2000).

CondigBes ambientais também podem influenciar na quebra da dorméncia fisica e
iniciar a germinacdo, como por exemplo, variagdo de temperatura entre dia e noite, longo
periodo de seca ap6s dias chuvosos, altas e baixas temperaturas e contato com o fogo podem
agir sobre o tegumento da semente, romper a barreira fisica e facilitar a entrada de agua,
contribuindo para que ocorra a germinacao (BASKIN et al., 2001). Alguns animais frugivoros
também podem contribuir para quebra de dorméncia das sementes, através da passagem pelo
seu trato digestivo (ROBERTSON et al., 2006).

Sementes de S. multijuga apresentam dorméncia fisica, sendo descritos diversos
tratamentos para a superagdo dessa dorméncia. Nas sementes que sofrem tratamentos para
quebrar a dorméncia a germinagdo pode chegar a 80% (LEMOS-FILHO et al., 1997). Ja as
sementes que nao recebem nenhum tratamento atingem apenas em torno de 40% de germinacgéo
(CARVALHO, 2004).

Para sementes de S. multijuga os principais tratamentos utilizados para quebra de
dorméncia e, consequentemente, facilitadores na absorcao de agua pelas sementes sdo:

e Escarificacdo quimica (acido sulfarico): as sementes s&o imersas em &cido sulfarico
concentrado, por 5 minutos, posteriormente sdo lavadas em agua corrente e colocadas
para germinar (PINTO, 2013). O &cido em contato com o tegumento duro da semente
leva a sua ruptura (FERREIRA et al., 2004).

e Escarificacdo mecénica: as sementes sdo submetidas a abrasdo geralmente por lixa que
desgasta seu tegumento (SEIFFERT, 1982; PINTO, 2013), propiciando condicdes para

que absorva agua e inicie 0 processo de germinagao. Sementes com impurezas (presenca
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de agentes contaminantes) comprometem a efic&cia do tratamento, por isso a pureza do
lote é extremamente importante.

e Escarificacdo térmica (agua quente ou fervente): a agua € aquecida até 100°C, onde as
sementes sdo imersas e, em seguida permanecem por 48 horas na agua sem
aquecimento, submetendo as sementes a um choque térmico que enfraquece a estrutura
tegumentar e possibilita a absorcéo de dgua. (ULHOA et al., 1993; CARVALHO, 1994;
FOWLER et al., 2000).

3.5. Ultrassom

Ultrassons séo ondas mecénicas com frequéncia maior que 20 kHz que se propagam em
ciclos sucessivos de compressdo e rarefacdo através de qualquer meio material e que ndo séo
ouvidas pelo ser humano (FU, 2009; WHEATLEY, 1990).

Em meios aquosos, ultrassons induzem atividade cavitacional que por interacdo mecéanica agem
na superficie de materiais (VINATORU et al., 1997; YALDAGARD et al., 2008).

A seguir descreve-se uma breve descrigdo da historia do desenvolvimento da area de ultrassom
e em seguida sdo apresentadas algumas de suas caracteristicas.

No ano de 1880, os fisicos Pierre e Jacques Curie descobriram o ultrassom estudando o
efeito piezelétrico. Através da aplicacdo de uma pressdo mecanica sobre a superficie de certos
cristais com um potencial elétrico entre superficies opostas que produziu o ultrassom (SANTOS
etal., 2012).

Os pesquisadores Thornycroft e Barnaby em 1894 observaram que na propulsdo de
misseis langados por destroier era gerada uma fonte de vibragdo que causavam a imploséo de
bolhas.

Em 1912, o SONAR (Sound Navigation And Ranging) foi desenvolvido pelo fisico
Langevin que € um equipamento que envia pulsos de ultrassom da quilha de um barco para o
fundo do mar e esta onda é refletida para um detector, também situado no barco (SORIANO,
2006; MARTINES et al., 2000), o que permite mapear o fundo do mar e localizar objetos que
possam causar danos a embarcacao.

O SONAR foi aprimorado para fins militares durante a Segunda Guerra Mundial,

periodo em que também foi desenvolvido o RADAR (Radio Detection and Ranging),
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equipamento que utiliza o eco de ondas de radio para determinar as distancias e localizar objetos
no ar (SANTOS et al., 2012).

As ondas sonoras sao transmitidas apenas quando ha uma substancia (ou meio) que seja
comprimida, por isso que 0 som nao se propaga atraveés do vacuo, e os meios liquidos
transmitem melhor o som do que o ar (SANTOS et al., 2012)

O som ao se propagar em um meio cria regides compreensivas e rarefeitas. Durante a
compressdo, as moléculas se aproximam, enquanto durante a rarefacdo as moléculas se afastam.
Em um liquido, se a pressao de rarefacdo (pressao negativa) for maior que as forgas coesivas
entre as moléculas (tenséo superficial) sdo geradas as bolhas de cavitacdo que crescem durante
os ciclos de rarefacdo e colapsam durante os ciclos de compressdo. O colapso das bolhas
provoca a liberacdo de grande quantidade de energia, gerando temperaturas locais muito
elevadas de aproximadamente 5000°C e pressdes acima de 2000 atmosferas (MASON e
LORIMER, 2002; CHITARRA, 2013).

Nos sistemas de 25 kHz o didmetro médio destas bolhas sdo de 36 um. Ja nos sistemas
de 40 kHz o tamanho das bolhas de cavitacdo é bem menor, sendo da ordem de 26 pm. Assim,
as bolhas oriundas do sistema de 40 kHz tem uma maior capacidade de penetracdo, por serem
em maior nimero e menores, apesar de resultarem em implosdes menos violentas (ARAUJO
FILHO, 2013).

Os diametros das bolhas de cavitacdo também podem variar em funcdo da densidade,
da tensdo superficial do liquido, da quantidade de gases contidos na solugdo, da temperatura e
da viscosidade (VENANCIO et al., 2015).

Atualmente o ultrassom tem inimeras aplica¢Ges na medicina, biologia e engenharia.

Na industria é utilizado para limpeza de materiais, solda de plasticos, processos
quimicos, preparacdo de emulsdo e suspensdo, e obtencdo de informacgdes sobre defeitos,
fraturas e aglomerados.

Em hospitais, é usado para o diagnostico por imagem e estimulacdo de calo 6sseo.
Quando aplicado na area da biologia, é empregado para o rompimento de paredes de células e
na homogeneizagio de amostrar liquidas (VENANCIO et al., 2016).

Na &rea ambiental prevé-se um futuro promissor para as aplicagcdes do ultrassom uma
vez que a cavitacao ultrassonica pode ser utilizada para quebrar a dorméncia de sementes, ao
possibilitar a absor¢édo de dgua pelas sementes, 0 que acarreta a germinacdo (GORDON, 1963;
YALDAGARD et al., 2008; VENANCIO et al., 2016). Esta metodologia contribui para

aumentar a velocidade de germinacéo e o desenvolvimento de plantulas (PASSOS et al., 2013),
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entretanto deve ser levada em consideracdo a intensidade aplicada, pois uma intensidade
excessiva pode causar danos graves a semente, impedindo a germinacdo (VENANCIO et al.,
2016). A utilizacdo do ultrassom traz muitos beneficios, tais como rapidez, ndo geracdo de
residuos nocivos ao meio ambiente e facil manipulacdo (VENANCIO et al., 2015).

Em laboratorio geralmente séo utilizados dois tipos de equipamentos capazes de gerar
ondas ultrassonicas: o “banho” e a “sonda” (Figura 7). O primeiro é geralmente utilizado para
limpeza de materiais. Por possuir um transdutor piezoelétrico preso no fundo da cuba, sua
energia ¢ mais dispersa. A “sonda” ¢ geralmente utilizada para romper membrana celular,
liberando assim o material intracelular de interesse. Esta sonda fica fixada na extremidade do
amplificador do transdutor, podendo ter assim um contato mais proximo da amostra, sendo
considerada uma abordagem mais eficiente do que o banho, ja que possui uma liberacdo de
energia mais concentrada quando comparada ao do banho (BARBOZA et al.,, 1992;
VENANCIO, et al., 2015).

Figura 7 — Equipamentos de ultrassom de baixa frequéncia: (A) banho e (B) sonda.

Fonte: Autoria propria.
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4. Material e Métodos

4.1. Materiais

4.1.1. Material vegetal: sementes

Foram utilizadas sementes de S. multijuga compradas de dois fornecedores de diferentes
localidades, o fornecedor 1 (Santa Catarina) e o fornecedor 2 (Parana).

Os lotes foram inicialmente avaliados através de testes de germinacao, onde as sementes
foram colocadas em caixa gerbox sobre duas folhas de papel filtro umedecido com &gua
destilada, sendo acompanhado o percentual de germinacdo de cada um dos lotes. Sementes
compradas do fornecedor 2 foram as que apresentaram maior percentual de germinacdo e
consequentemente maior nimero de plantulas normais. Posteriormente foram adquiridos outros
lotes de sementes deste mesmo fornecedor, que foram utilizadas para compor toda a parte

experimental deste estudo.

4.1.2. Ultrassom

Foram utilizados dois equipamentos de ultrassom de baixa frequéncia: o banho e a sonda

de ultrassom (ver Figura 7 do Capitulo 3).
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O banho de ultrassom utilizado é da marca BioWash, modelo STD, possui uma cuba
com capacidade de 2,5 I, poténcia de 160 Watts e, frequéncia constante de 42 kHz. O transdutor
piezoelétrico fica preso no fundo da cuba, o que leva a uma maior dispersao de energia.

O equipamento de sonda de ultrassom utilizada é da marca Eco-Sonics, modelo QR500,
com macroponta, poténcia de 500 Watts e, frequéncia constante de 20 kHz. A sonda é fixada
na extremidade do amplificador do transdutor piezoelétrico, possibilitando um contato mais

préximo da amostra e menor dispersao de energia.

4.2. Meétodos

4.2.1. Germinacao

4.2.1.1. Superacdo de dorméncia com ultrassom e germinacao

O teste foi realizado em cadmara de Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO) com luz
branca constante a 30°C, durante 35 dias. As sementes foram distribuidas em caixas de plastico
transparente (gerbox), sobre duas folhas de papel filtro umedecido com &gua destilada.
Posteriormente foi borrifado fungicida sob as sementes, que em um frasco de 15 gramas
apresenta em sua composic¢do 0,013 gramas de azul de metileno e 0,229 gramas de formaldeido
(solucao a 40%), componentes responsaveis por diminuir a proliferacdo de fungos.

As sementes foram divididas em trés grupos: o grupo controle, o grupo que sofreu
tratamento com o banho de ultrassom e o grupo que sofreu tratamento com a sonda de
ultrassom.

O grupo controle foi composto por dois subgrupos, descritos a seguir:

e GC1 — sementes que ndo sofreram nenhum tipo de tratamento para quebra de
dorménciga;

e GC2 — sementes que sofreram quebra de dorméncia por escarificacdo quimica ao
ficarem imersas em &cido sulfurico concentrado por 5 minutos e posteriormente lavadas

com &gua corrente conforme indicacdo de Pinto (2013).

Para cada sub-grupo foram utilizadas uma amostra de 5 repeti¢Ges de 35 sementes cada,

totalizando 350 sementes do grupo controle (175 para GC1 e 175 para GC2).
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O segundo grupo sofreu tratamento com banho de ultrassom de baixa frequéncia a
temperatura inicial de 25°C, em diferentes tempos de imersdo (2 e 4 min) em 1.000 mL de &gua
destilada. Para cada tempo de imersdo foram utilizadas 5 repeticdes de 35 sementes cada,
totalizando 350 sementes nesse grupo. Como no banho de ultrassom a energia sofre maior
dispersdo devido a maior quantidade de &gua, foram realizados testes preliminares para se
mapear a distribuicdo de energia das bolhas de cavitagcdo, colocando-se uma folha de papel
aluminio submerso na agua e paralela ao fundo do equipamento. A partir da evolucdo temporal
do aparecimento de buracos no papel aluminio, percebeu-se que no centro da cuba é liberada a
maior quantidade de energia. Assim, os testes com as sementes foram realizados com o auxilio
de um recipiente de acrilico com capacidade volumétrica de 450 mL, para concentrar as
sementes, buscando manté-las na regido com maior concentracdo de energia cavitacional
imersas em 80 mL de dgua destilada.

O terceiro grupo foi composto de sementes que passaram pelo tratamento com a sonda
de ultrassom com baixa frequéncia, a temperatura inicial de 25°C, diferentes poténcias (250,
350 e 450 watts) com imersdo em 70 mL de agua destilada em por 5 minutos. Para cada poténcia
da sonda de ultrassom foram utilizadas 5 repeticGes de 35 sementes, totalizando 525 sementes
nesse grupo.

Apobs a andlise dos resultados do terceiro grupo, foram realizados novos testes com
sementes na sonda de ultrassom, apenas com a poténcia de 350 watts, a temperatura inicial de
25°C, em diferentes tempos de imersdo (2, 3, 4 e 6 min) em 70 mL de agua destilada. Para cada
tempo de imersdo foram utilizadas 5 repeticdes de 35 sementes cada, totalizando 700 sementes
nesse grupo.

As avaliacOes foram realizadas a partir do 7° dia ap6s a instalacdo do teste, considerando
0 numero de sementes emitindo radicula (Figura 8) para a determinacdo da porcentagem de
germinacdo. Além do percentual de germinacédo, também foram avaliados:

a) percentual de plantulas normais (Figura 9) (aquelas que mostram potencial para continuar o
seu desenvolvimento e dar origem a plantas normais, isto €, ndo apresentam nenhuma ma
formacéo);

b) indice de Velocidade de Germinacdo (IVG) (MAGUIRE, 1962) através da equagio

apresentada a seguir:

G1
N1

we=24 24,48 (1)
N2 Nn
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onde G1, G2, ..., Gn sdo 0s nimeros de sementes germinadas computadas na primeira
contagem, na segunda contagem, até a contagem n e, N1, N2, ..., Nn s&o os numeros de dias de

semeadura na primeira, segunda, até a contagem n (LIN, 1988).

Figura 8- Germinacdo de sementes de S. multijuga. Circulos vermelhos representam exemplos

de sementes emitindo radicula.

Fonte: Autoria propria.

Foram realizados testes para avaliar se a temperatura da agua sofreu alteragdes a ponto
de também influenciar a quebra de dorméncia das sementes. Em todos os tempos e poténcias
testadas seja no banho ou na sonda de ultrassom, a temperatura da agua foi medida com o

auxilio de um termémetro digital.
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Figura 9 — Germinacdo de sementes de S. multijuga com formacéao de plantulas normais.

Fonte: Autoria propria.

4.2.2. Analise estatistica dos dados

A analise estatistica serve para comprovar os resultados de uma maneira mais criteriosa,
testando a sua hipétese através de testes paramétricos ou ndo paramétricos. Os testes
paramétricos utilizam os parametros da distribuicdo para o célculo de sua estatistica e sdo 0s
mais utilizados por serem 0S mais rigorosos e possuirem mais pressuposi¢fes para sua
validagdo. Os testes ndo paramétricos utilizam postos atribuidos aos dados ordenados para o
calculo da sua estatistica, sdo livres da distribui¢do de probabilidades dos dados estudados, ndo
sd0 tdo rigorosos quanto os paramétricos e por isso podem acabar ocultando informacdes (REIS
etal., 2007).
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Antes de se realizar testes paramétricos deve-se verificar se as amostras seguem uma
normalidade. Na analise estatistica o teste de normalidade verifica se 0s dados seguem uma
distribuicdo normal ou ndo. A normalidade é uma caracteristica dos dados em que a maioria
dos valores das amostras estdo proximos ao valor médio de todas as amostras e a distribuicdo

segue a expressao de uma curva de Gauss dada por:

(x-m?)

f@)=Ne T @)
onde N é um fator de normalizacdo, m é a média e I" é o desvio padréo.

Logo a maioria das amostras apresentam valores proximos, sendo considerado uma
distribuicdo normal de dados (MIOT, 2017).

Para verificar a normalidade dos dados de germinacéo e plantulas normais, foi aplicado
o teste de Shapiro-Wilk, que é indicado para amostras pequenas (n<50) e utiliza valores nédo
agrupados, evitando assim a perda de informacdo. A distribuicdo € considerada normal quando
o valor de p > 0,05 (SANTANA et al., 2004).

Mesmo as amostras ndo indicando uma normalidade deve-se analisar cuidadosamente
todos os dados, pois muitas vezes ndo ha necessidade de se substituir teste paramétricos por ndo
paramétricos (REIS et al, 2007; BIANCONI et al., 2008)

A Anédlise de Variancia (ANOVA) é um teste paramétrico que indica a medida de
dispersdo, ou seja, quanto os valores se distanciam da média, sendo usada quando se tem um Y
numérico e um X categdrico com mais de dois niveis. O teste indica a variacdo dentro de cada
tratamento e entre os tratamentos, mas néo identifica qual ou quais tratamentos diferem entre
si. O teste F (teste de Fisher) que é o resultado do quadrado médio de cada tratamento dividido
pelos residuos, que nada mais é que o valor do quadrado médio entre os grupos dividido pelo
valor de quadrado médio dentro dos grupos. A partir do valor de F é possivel saber se ha
diferengas significativas entre as amostras (SILVA, 2019).

O teste de Tukey também é um teste paramétrico, utilizado quando ha até trés conjuntos
de médias para serem comparadas, mostrando quais tratamentos diferem entre si (REIS et al.,
2016).

Ap0s a analise dos resultados do teste de Shapiro-Wilk, os dados foram avaliados por
meio da ANOVA e as médias comparadas pelo teste de Tukey, no nivel de 5% de probabilidade
de erro, pelos programas estatisticos Paleontological Statistics (Past) 2.17c. e Software
Estatistico para andlises (Sisvar) 5.6 (HAMMER et al., 2001; FERREIRA, 2011; MACHADO,
2012).
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Quando o resultado do teste F realizado na ANOVA ¢ significante (p < 0,05), ha
diferenca entre as médias dos tratamentos avaliados, de forma que existe pelo menos um par de
médias diferentes, mas ndo se sabe quantas médias diferem e quais diferem. Por isso a
necessidade de realizar posteriormente um teste que indique quais sdo as medias que diferem.

O teste de Tukey é muito rigoroso e de facil aplicagdo. Este teste analisa médias de duas
em duas, comparando tratamentos e ndo repeticbes dentro do mesmo tratamento, sendo
utilizado para testar toda e qualquer diferenca entre duas médias de tratamento. O teste tem
como base a Diferenca Minima Significativa (DMS) do experimento, que € expressa ha mesma
unidade dos dados envolvidos e corresponde a um valor de referéncia para as comparagoes
entre médias. As médias de dois tratamentos sdo consideradas estatisticamente diferentes
guando a diferenca entre elas superar a DMS calculada para o experimento (SANTANA et al.,
2004).

Os programas estatisticos que geralmente realizam o teste de Tukey, representam as
diferencas significativas entre as médias através de letras, quando as letras séo iguais ndo ha
diferencas entre as médias, e quando as letras sdo diferentes ha diferencas expressivas entre as
médias dos tratamentos.

Através da comparacao entre duas médias o programa estatistico apresenta os resultados
em forma de matriz. Cada valor desta matriz é a chance de a diferenca entre dois tratamentos
ser devida ao acaso. Quando se considera o nivel de significancia de 5%, caso a probabilidade
numa determinada célula desta matriz seja inferior ou igual a 0,05, a diferenca entre o0s
tratamentos marcados na linha e na coluna é expressiva (diferenca é real e ndo devido ao acaso),

caso contrario ndo ha nenhuma diferenga significativa (SANTANA et al., 2004).
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5, Resultados e Discussdo

Na primeira etapa da analise estatistica o teste de Shapiro-Wilk confirma a distribuicdo
normal para os tratamentos avaliados neste estudo (todos maiores do que 0,05), exceto para o
grupo controle cuja probabilidade de significancia foi de 0,0003. A Tabela 1 apresenta 0s
valores obtidos para cada experimento do grupo controle no estudo de variacdo de cada um dos
parametros analisados, onde pode-se notar que ndo existe uma grande variacdo dos valores
obtidos. Destaca-se ainda que esses valores sdao muito diferentes dos obtidos nos tratamentos
avaliados, como podera ser observado nos resultados a serem apresentados. Desta forma, optou-
se por utilizar a analise estatistica paramétrica para analise de germinacdo de sementes para

todos os grupos, buscando-se evitar, conforme Bianconi et al., 2008, a perda de informacGes.

Tabela 1 — Médias obtidas no grupo controle por repeticdo para cada um dos parametros

analisados. *Porcentagem do niimero de plantulas normais.

Parametros Repeti¢coes
analisados I Il I v \
IVG 0,78 0,93 0,57 0,47 0,49
Numero de Plantulas Normais® 17,14 20,00 11,42 11,42 11,42
Porcentagem de Germinacao 17,14 20,00 11,42 11,42 11,42

Fonte: Autoria propria
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5.1. Banho ultrassonico

5.1.1. Variacdo com o tempo de imersao

Comparando os tempos no banho do ultrassom apresentados na Figura 10, observa-se
que houve uma diferenca muito pequena entre os tempos avaliados (2 e 4 minutos) em relagédo
ao percentual de germinacdo das sementes. Das sementes que permaneceram por 2 minutos no
banho de ultrassom, 65 % germinaram, ja das sementes que permanecerem por 4 minutos sob
a acdo do ultrassom, 68% germinaram. As sementes que permaneceram por 4 minutos no
ultrassom alcancaram esse resultado desde a primeira avaliacdo, 7 dias apds a instalacdo do
teste. Ao comparar sementes que sofreram tratamento com banho de ultrassom e sementes que
ndo sofreram nenhum tipo de tratamento (sub-grupo GC1), nota-se que para essa espécie um

tratamento para quebra de dorméncia é fundamental, pois das sementes que ndo sofreram
tratamento apenas 20% germinaram.

Figura 10 — Germinagdo acumulada de sementes de S. multijuga, submetidas ao banho de
ultrassom por 2 e 4 minutos, mostrando apenas o maior resultado que foi escolhido apos o

término do experimento. Barras de erro representam o erro padrdo da média (n=5).
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Fonte: Autoria propria
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Segundo a ANOVA hé uma diferenca significativa entre os tratamentos avaliados
(Tabela 2). Utilizando o teste de Tukey obteve-se que h4d uma diferenca real e ndo ao acaso
entre as sementes que sofreram o tratamento com diferentes tempos de imersao no banho de

ultrassom e as sementes do grupo controle (Figura 11).

Tabela 2 — ANOVA para o percentual de germinacdo de sementes de S. multijuga do grupo
controle e de sementes submetidas ao banho de ultrassom por 2 e 4 minutos, onde SQ = soma
de quadrados; GL = graus de liberdade; QM = quadrado médio; F = teste de Fisher; p =
probabilidade de significancia. Ensaio com 5% de probabilidade de erro.

Fonte de ANOVA
variagao SQ GL aMm F o]
Entre grupos 6181 2 3090,5 6,024 0,01201
Dentro dos grupos 7695 15 513
Total 13786 17

Fonte: Autoria propria

Figura 11 - Percentual de sementes de S. multijuga expostas a 2 e 4 minutos no banho de
ultrassom. Letras iguais indicam que ndo ha diferencas significativas entre as médias, de acordo
com o teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro. Barras de erro representam o erro padrdo
da média (n=5).
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Venancio et al. (2016) observaram resultado semelhante em estudo com a mesma
espécie e utilizando o banho de ultrassom em diferentes tempos (1, 2, 4, 8 e 10 minutos), quando
0s maiores percentuais de germinacdo foram alcancados por sementes que permaneceram por
2 e 4 minutos no banho de ultrassom. Os mesmos autores observaram também que sementes
que permaneceram por um tempo menor ou maior no banho de ultrassom tiveram sua
germinacdo afetada.

Passos et al. (2013) realizaram um estudo com sementes de Gliricidia sepium (Jacqg.)
Steud., utilizando diferentes tempos de permanéncia (2, 4, 8 e 16 min.) no banho de ultrassom
e concluiram ao fim do estudo que 2 minutos foi 0 melhor tempo para essa espécie, alcangando
os resultados mais elevados no percentual de germinacdo e no IVG. Outros estudos mostram
gue o banho de ultrassom também é eficiente na germinacdo de sementes de gramineas, por
promover a absorcdo de agua pelas sementes, diminuindo o periodo de germinacdo (CHEN et
al., 2012; KRATOVALIEVA et al., 2012).

5.2. Sonda ultrassdnica

5.2.1. Variacdo com a poténcia ultrassbnica

Neste estudo, as sementes que sofreram tratamento com a sonda de ultrassom
alcancaram maiores percentuais de germinacéo, 94% delas germinaram. Das que nao sofreram
nenhum tratamento (sub-grupo GC1) apenas 20% germinaram. Comparando as diferentes
poténcias da sonda de ultrassom, das sementes que sofreram o tratamento com poténcia de 250
watts 94% germinaram, as que sofreram o tratamento com poténcia de 350 watts 100%
germinaram e as que sofreram tratamento com poténcia de 450 watts 97% germinaram (Figura
12).

Segundo a ANOVA ha uma diferenga significativa entre os tratamentos avaliados
(Tabela 3). Utilizando o teste de Tukey obtém-se que hd uma diferenca significativa entre as
sementes que sofreram o tratamento com a sonda de ultrassom em diferentes poténcias e as do

grupo controle, entretanto ndo existe diferencas entre as poténcias avaliadas (Figura 13).
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Figura 12 - Germinacdo acumulada de sementes de S. multijuga, submetidas a sonda de
ultrassom por 5 minutos com poténcias de 250, 350 e 450 watts, mostrando apenas o0 maior

resultado que foi escolhido ap6s o término do experimento. Barras de erro representam o erro

padrdo da média (n=5).
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Fonte: Autoria prépria

Tabela 3 — ANOVA para o percentual de germinacdo de sementes de S. multijuga do grupo
controle e de sementes submetidas a sonda de ultrassom por 5 minutos com poténcias de 250,
350 e 450 watts, onde SQ = soma de quadrados; GL = graus de liberdade; QM = quadrado

médio; F = teste de Fisher; p = probabilidade de significancia. Ensaio com 5% de probabilidade
de erro.

Fonte de ANOVA
variagao sSQ GL am F o]
Entre grupos 18893 3 6297,67 5,279 0,0076
Dentro dos grupos 23858,7 20 1192,92
Total 42751,3 23

Fonte: Autoria propria
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Figura 13 - Percentual de germinagdo de sementes de S. multijuga submetidas a sonda de
ultrassom por 5 minutos com poténcias de 250, 350 e 450 watts. Letras iguais indicam que ndo
ha diferencas significativas entre as meédias, de acordo com o teste de Tukey a 5% de

probabilidade de erro. Barras de erro representam o erro padrdo da média (n=5).
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Fonte: Autoria préopria

5.2.2. Variagdo com o tempo de imersao

Comparando os diferentes tempos de imersao (2, 3, 4, 5 e 6 min) de sementes na sonda
de ultrassom em poténcia de 350 watts, os resultados foram muito proximos para a porcentagem
de germinacdo. A maior porcentagem de germinacdo para cada grupo foi alcancada em
sementes que permaneceram por 5 minutos na sonda, 100% delas germinaram, e a menor
porcentagem foi alcangcada em sementes que permaneceram por 2 minutos na sonda, 86% delas
germinaram (Figura 14).

Segundo a ANOVA néo ha diferenca significativa entre todos os tempos avaliados na
poténcia de 350 watts na sonda de ultrassom (Tabela 4). No entanto, o teste de Tukey aponta
gue o tempo de permanéncia de 2 minutos difere dos tempos de 4 e 5 minutos, resultando em
dois conjuntos distintos, e que os tempos de 3 e 6 minutos sdo indeterminados, podendo fazer

parte de qualquer um dos dois (Figura 15).
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Figura 14 - Germinacdo acumulada de sementes de S. multijuga, submetidas a sonda de

ultrassom na poténcia de 350 watts por 2, 3, 4, 5 e 6 minutos, mostrando apenas 0 maior

resultado que foi escolhido apds o término do experimento. Barras de erro representam o erro

padrdo da media (n=5).
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Tabela 4 — ANOVA para o percentual de germinacdo de sementes de S. multijuga do grupo

controle e de sementes submetidas a poténcia de 350 watts na sonda de ultrassom por 2, 3, 4, 5

e 6 minutos, onde SQ = soma de quadrados; GL = graus de liberdade; QM = quadrado médio;

F = teste de Fisher; p = probabilidade de significancia. Ensaio com 5% de probabilidade de

erro.

Fonte de ANOVA
variacao SQ GL (o]\V| F [¢]
Entre grupos 669,133 4 167,283 0,1104 0,9777
Dentro dos grupos 37879,2 25 1515,17
Total 38548,3 29

Fonte: Autoria propria
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Figura 15 - Percentual de germinagdo de sementes de S. multijuga submetidas a sonda de
ultrassom na poténcia de 350 watts por 2, 3, 4, 5 e 6 minutos. Letras iguais (a ou b) indicam
que ndo ha diferencas significativas entre as médias, de acordo com o teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro, e ab rotula uma indeterminacao. Barras de erro representam o erro padrao
da média (n=5).
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Fonte: Autoria propria

5.2.3. Variacdo do IVG

Ao comparar a velocidade de germinacdo (Equacéo 1) nos diferentes tempos de imersao
(2, 3, 4,5 e 6 min) de sementes na sonda de ultrassom em poténcia de 350 watts, os resultados
séo semelhantes,

O resultado da ANOVA neste caso de 0,05224 (Tabela 5) apresenta um valor muito
préximo do limite do teste de significancia (0,05), deixando com esse teste uma indeterminacao
no que se refere a diferencga significativa entre o IVG dos diferentes tempos submetidos a sonda
de ultrassom em poténcia de 350 watts.

Na Figura 16 pode-se notar que a maior velocidade de germinacdo foi alcancada em

sementes que permaneceram por 4 e 5 minutos na sonda ultrassonica, atingindo 4,6 no IVG e
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gque a menor para as que permaneceram 2 minutos foi de 3,8. No entanto, o teste de Tukey
aponta que nao ha nenhuma diferenca estatistica significativa nesta situagéo.

Tabela 5 — ANOVA para o IVG de sementes de S. multijuga do grupo controle e de sementes
submetidas a poténcia de 350 watts na sonda de ultrassom por 2, 3, 4, 5 e 6 minutos, onde SQ
= soma de quadrados; GL = graus de liberdade; QM = quadrado médio; F = teste de Fisher; p

= probabilidade de significancia. Ensaio com 5% de probabilidade de erro.

Fonte de ANOVA
Variagao sQ GL am F ¢]
Entre grupos 2,3028 4 0,575699 2,826 0,05224
Dentro dos grupos 4,07392 20 0,203696
Total 6,37672 24

Fonte: Autoria propria

Figura 16 - IVG de sementes de S. multijuga submetidas a sonda de ultrassom na poténcia de
350 watts por 2, 3, 4, 5 e 6 minutos. Letras iguais indicam que ndo ha diferengas significativas
entre as médias, de acordo com o teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro. Barras de erro

representam o erro padrdo da média (n=5).
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5.2.4. Variacdo do numero de plantulas normais

Avaliando a formagdo de plantulas normais de sementes que sofreram tratamento com
sonda de ultrassom em poténcia de 350 watts por diferentes tempos de imerséo (2, 3,4,5e 6
min.), os resultados seguiram 0 mesmo padrao, sendo muito préximos. Os maiores percentuais
de plantulas normais foram obtidos em sementes que permaneceram imersas por 4 e 5 minutos
na sonda de ultrassom (Figura 17).

Comparando os diferentes tempos na sonda de ultrassom segundo a andlise estatistica,

ha diferencas entre os tempos avaliados, e entre eles e o grupo controle (Tabela 6 e Figura 17).

Figura 17 — Percentual de plantulas normais de S. multijuga, submetidas a sonda de ultrassom
na poténcia de 350 watts por 2, 3, 4, 5 e 6 minutos. Letras iguais indicam que ndo ha diferencas
significativas entre as médias, de acordo com o teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

Barras de erro representam o erro padrdo da média (n=5).
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Tabela 6 — ANOVA para o percentual de plantulas normais de S. multijuga, submetidas a sonda
de ultrassom na poténcia de 350 watts por 2, 3, 4, 5 e 6 minutos, onde SQ = soma de quadrados;
GL = graus de liberdade; QM = quadrado médio; F = teste de Fisher; p = probabilidade de

significancia. Ensaio com 5% de probabilidade de erro.

Fonte de ANOVA
variacao SQ GL am F o]
Entre grupos 975,2 4 243.,8 2,936 0,04632
Dentro dos grupos 1660,8 20 83,04
Total 2636 24

Fonte: Autoria propria

5.3. Comparacao entre os métodos com escarificacdo quimica

5.3.1. Variacao da porcentagem de germinacéao

Neste estudo, a escarificacdo quimica com o acido sulfarico concentrado por 5 minutos
contribuiu para a germinacao de 97% das sementes de S. multijuga que sofreram o tratamento
(Figura 18).

Comparando as metodologias avaliadas neste trabalho, o banho de ultrassom com
poténcia de 350 watts e o tratamento de acido sulfurico apresentam o0s percentuais de
germinacdo mais elevados para S. multijuga. Neste caso, tem-se novamente que o resultado da
ANOVA ¢ muito proximo do limite do teste de significancia (Tabela 7). Segundo o teste de
Tukey ndo ha nenhuma diferenga significativa entre as amostras que sofreram tratamento com
acido sulfurico e com a sonda de ultrassom, mas indica que ha uma diferenca significativa entre
sementes que sofreram esses tratamentos e as que passaram pelo tratamento com o banho de
ultrassom (Figura 19). Este teste tambem aponta que existe uma diferenca do grupo controle
com 0s grupos que passaram pelos tratamentos com o acido sulfurico e com a sonda

ultrassonica.
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Figura 18 - Germinagdo acumulada de sementes de S. multijuga, submetidas a diferentes
tratamentos: 4 minutos no banho de ultrassom (B4), acido sulfurico concentrado por 5 minutos
(GC2) e sonda de ultrassom com poténcia de 350 watts (S70), mostrando apenas 0 maior

resultado que foi escolhido apds o término do experimento. Barras de erro representam o erro
padrdo da média (n=5).
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Fonte: Autoria propria

Tabela 7 — ANOVA para o percentual de germinacdo de sementes de S. multijuga do grupo
controle e de sementes submetidas a 4 minutos no banho de ultrassom, a &cido sulfdrico
concentrado por 5 minutos e a 5 minutos na sonda de ultrassom com poténcia de 350 watts,
onde SQ = soma de quadrados; GL = graus de liberdade; QM = quadrado médio; F = teste de
Fisher; p = probabilidade de significancia. Ensaio com 5% de probabilidade de erro.

Fonte de ANOVA
variagao sSQ GL am F o]
Entre grupos 17308,8 3 5769,6 5,697 0,005486
Dentro dos grupos 20255,8 20 1012,79
Total 37564,6 23

Fonte: Autoria propria
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Figura 19 - Percentual de germinacdo de sementes de S. multijuga expostas a 4 minutos no
banho de ultrassom, a 5 minutos no &cido sulfdrico concentrado e a 5 minutos na sonda de
ultrassom com poténcia de 350 watts. Letras iguais indicam que ndo ha diferencas
significativas entre as médias, de acordo com o teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

Barras de erro representam o erro padrdo da media (n=5).
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Entretanto deve-se ressaltar os danos que o &cido sulfurico pode causar ao meio
ambiente e a saude humana. Ja a sonda de ultrassom pode ser considerada como uma tecnologia

limpa, pois ndo gera residuos toxicos ao meio ambiente e ndo coloca em risco a saude humana.

5.3.2. Variagao do IVG

As sementes de S. multijuga que sofreram tratamento com a sonda de ultrassom
apresentam maior velocidade de germinacao, atingindo 4,7 no IVG, sendo que resultado muito
parecido foi observado por sementes que sofreram imersdo em &cido sulfurico concentrado
(Figura 20).
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Figura 20 — IVG de sementes de S. multijuga, submetidas a diferentes tratamentos: controle
identificado por GC1; acido sulfurico concentrado por 5 minutos identificado por GC2; 2 e 4
minutos no banho de ultrassom identificados por B2 e B4 respectivamente; sonda de ultrassom
com poténcia de 250, 350 e 450 watts identificados por S50, S70 e S90 respectivamente. Letras
iguais indicam que ndo h& diferencas significativas entre as médias, de acordo com o teste de

Tukey a 5% de probabilidade de erro. Barras de erro representam o erro padrdo da média (n=5).
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Fonte: Autoria propria

Embora a ANOVA néo apresente diferenca significativa entre 1VGs de todos o0s
tratamentos testados (Tabela 8), o teste de Tukey (ver Figura 20) indica que ndo ha nenhuma
diferenga significativa entre as sementes que sofreram tratamento com acido sulfurico (GC2) e
as diferentes poténcias testadas na sonda ultrassénica (S50, S70 e S90), mas h& diferenca
significativa entre estes e o grupo controle (GC1). Ainda com o teste de Tukey, comparando-
se os diferentes tempos no banho do ultrassom (B2 e B4) obtem-se que ndo ha nenhuma
diferenca significativa entre eles, mas existe diferenca significativa ao compara-los com os

demais grupos.
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Tabela 8 — ANOVA para o IVG de sementes de S. multijuga do grupo controle e submetidas a
acido sulfarico concentrado por 5 minutos, 2 e 4 minutos no banho de ultrassom, 5 minutos na
sonda de ultrassom com as poténcias de 250, 350 e 450 watts, onde SQ = soma de quadrados;
GL = graus de liberdade; QM = quadrado médio; F = teste de Fisher; p = probabilidade de
significancia. Ensaio com 5% de probabilidade de erro.

Fonte de ANOVA
variacao SQ GL (o]\V| F p
Entre grupos 60,1858 5 12,0372 87,96 1,242
Dentro dos grupos 3,28428 24 0,136845
Total 63,4701 29

Fonte: Autoria propria

5.3.3. Variacdo do numero de plantulas normais

Avaliando a formag&o de plantulas normais de sementes que sofreram o tratamento com
0 banho e a sonda de ultrassom, com acido sulfarico concentrado e as que nao sofreram nenhum
tratamento, os resultados seguiram o mesmo padrdo. Os maiores percentuais de plantulas
normais foram obtidos em sementes que sofreram tratamento com sonda de ultrassom e
sementes que sofreram tratamento com &cido sulfdrico concentrado (Figura 21). Esses dados
sugerem que o ultrassom favorece a absorcdo de agua pelas sementes e, assim contribui para a
formacdo de maiores percentuais de plantulas normais que sdo responsaveis pela formacdo de
mudas.
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Figura 21 — Percentual de plantulas normais de S. multijuga, submetidas a diferentes
tratamentos: controle identificado por GC1; &cido sulfurico concentrado por 5 minutos
identificado por GC2; 2 e 4 minutos no banho de ultrassom identificados por B2 e B4
respectivamente; sonda de ultrassom com poténcia de 250, 350 e 450 watts identificados por
S50, S70 e S90 respectivamente. Letras iguais indicam que ndo h& diferencas significativas
entre as médias, de acordo com o teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro. Barras de erro

representam o erro padrdo da média (n=5).
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Como no caso anterior, apesar da ANOVA ndo mostrar diferencas significativas entre a
porcentagem de plantulas normais de todos os tratamentos avaliados (Tabela 9), os resultados
do teste de Tukey do percentual de plantulas normais seguiram o mesmo padrao da comparagéo
feita com o percentual de germinacdo, mostrando diferencas significativas apenas entre o
controle e os diferentes tratamentos e entre o banho de ultrassom e os tratamentos com a sonda

de ultrassom e o 4cido sulfurico.
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Tabela 9 — ANOVA para as plantulas normais de sementes de S. multijuga do grupo controle
e submetidas a &cido sulfdrico concentrado por 5 minutos, 2 e 4 minutos no banho de ultrassom,
5 minutos na sonda de ultrassom com as poténcias de 250, 350 e 450 watts, onde SQ = soma
de quadrados; GL = graus de liberdade; QM = quadrado médio; F = teste de Fisher; p =
probabilidade de significancia. Ensaio com 5% de probabilidade de erro.

Fonte de ANOVA
variacao SQ GL o]\ F p
Entre grupos 27513,4 6 4585,56 90,19 5,314
Dentro dos grupos 1423,6 28 50,8429
Total 28937 34

Fonte: Autoria propria

Pinto et al. (2013) realizaram um estudo com sementes da mesma espécie, avaliando
diferentes tratamentos para quebra de dorméncia e entre eles a escarificacdo quimica, com acido
sulfurico concentrado em diferentes tempos, inclusive com o tempo avaliado neste estudo.
Dentre os tratamentos testados o melhor resultado em relagéo a porcentagem de germinagao foi
alcancado com sementes que sofreram imersdao em &cido sulfurico concentrado por 5 minutos,
tendo 90% das sementes germinadas, resultado muito proximo do que foi observado neste
trabalho, comprovando que o método aqui proposto é eficiente para quebra de dorméncia de S.

multijuga.

5.4. Variacdo com a temperatura da agua de imersao

As temperaturas da agua no banho de ultrassom e na sonda de ultrassom sofreram
variagdes conforme o tempo de permanéncia sob o efeito dos equipamentos (Tabela 10).

Segundo Fowler et al. (2000), a imerséo de sementes em agua a partir da temperatura de
100°C e permanéncia fora do aquecimento por 48 horas, é capaz de provocar algum efeito
benéfico nas sementes de S. multijuga, contribuindo para a quebra de dorméncia. Assim a
variacdo de temperatura oriunda dos equipamentos de ultrassom ndo seria capaz de provocar
nenhum efeito para acelerar a germinagdo das sementes, pois ndo alcanca a temperatura de

100°C. Entretanto as temperaturas aumentam gradativamente e de maneira bem relevante
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conforme aumenta o tempo de permanéncia das sementes sob as ondas ultrassénicas da sonda,
mas esse aumento provavelmente ndo foi suficiente para aumentar a porcentagem de
germinacdo e o IVG desta espécie. Desta forma, pode-se ho maximo supor que o aumento da
temperatura age em conjunto as ondas ultrassénicas e ndo apenas sozinha para quebrar a

dorméncia das sementes.

Tabela 10 — Variacdo das temperaturas da agua apos sofrerem efeito dos equipamentos de

ultrassom em diferentes tempos, onde a temperatura inicial é 25°C.

Tratamentos Tempos (minutos) Temperatura (2C)
Banho de 2 min. 262C
ultrassom 4 min. 282C

250 watts na 2 min. 38°C

sonda 3 min. 41°C

4 min. 44°C

5 min. 48°C

6 min. 54°C

350 watts na 2 min. 41°C
sonda 3 min. 46°C

4 min. 53°C

5 min. 60°C

6 min. 64°C

450 watts na 2 min. 42°C
sonda 3 min. 50°C

4 min. 58°C

5 min. 60°C

6 min 72°C

Fonte: Autoria propria

Foi observado neste estudo que ap6s os tratamentos com o banho ou a sonda de

ultrassom, a agua em que se encontravam as sementes apresentava uma quantidade bem
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pequena de residuos oriundos das sementes. Entretanto durante o processo de escarificagdo com
acido sulfarico é liberado uma grande quantidade de residuos das sementes, mudando até a

coloracéo do liquido.

5.5. Comparacdo com resultados da literatura

Resultados semelhantes a esse estudo sdo observados em muitos trabalhos com
sementes de espécies diferentes, comprovam que o tratamento com ultrassom contribui para

acelerar o processo e aumentar a taxa de germinacdo (Tabela 11) de sementes.

Tabela 11 — Diferentes espécies de sementes submetidas a tratamentos com ultrassom.

Tipos de sementes Resultados Referéncias

Sementes de cevada Periodo da germinacgao diminuiu  Yaldagard et al., 2008
em 30-45% apods o tratamento.

Sementes de ervilha Porcentagem de germinacao Chiu & Sung, 2014
verde aumentou de 85% a 98,1%.
Sementes de girassol As sementes tratadas tiveram Machikowa et al., 2013

uma taxa de germinacdo de 95%
em comparag¢ao com 68% no
controle.

Arbusto de codorna, A taxa de germinacdo aumentou  Sharififar et al., 2015

Cominho e Alcaparra em 28%, 36 e 35,7% em
de feijdo siria comparacao com os controles.
Trigo A taxa de germinacdo aumentou Aladjadjiyan, 2011
em 90% a 94% depois do
tratamento.
Lentilhas A taxa de germinacdo aumentou Aladjadjiyan, 2011

em 92% a 98% depois do
tratamento.




Pau-cigarra As sementes tratadas com a
sonda ultrassonica tiveram uma
taxa de germinacdo de até 100%
e o IVG dessas sementes chegou

Venancio et al., 2019

ad,’7.
Arroz vermelho e arroz Exposi¢ao a 25 kHz por 5 min Ding et al., 2018
marrom melhorou a taxa de germinagao
e as propriedades funcionais da
farinha.

Sementes forrageiras  Ultrassom de 254,29 W em 25°C

Liu et al., 2018
envelhecidas por 22 min promoveu a
germinagao, comprimento da
raiz e comprimento da parte
aérea.
Folhas de alface A exposicdo a pressao Kurashina, Yamashita,
ultrassénica abaixo de 20kPa Kurabayashi, Takemura
promoveu a taxa de e Ando, 2019
crescimento das folhas.
Sementes secas Processo de sonicacdo a seco Redding Jr, 2018

melhorou as caracteristicas de
germinacdo em sementes secas.

Fonte: Rifna et al., 2019; Venancio et al., 2019.
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6. Conclusoes

A partir dos testes realizados nesse estudo é possivel concluir que para S. multijuga o
ultrassom é considerado um tratamento importante para quebra de dorméncia.

Foram levantados dados que comprovam a eficiéncia do uso de ultrassom na quebra de
dorméncia de sementes de S. multijuga, seja para o banho ou a sonda de ultrassom.

A sonda de ultrassom se mostrou um tratamento muito promissor para aumentar a
porcentagem de germinacdo e o IVG de sementes de S. multijuga, quando comparado as
sementes que ndo sofreram nenhum tipo de tratamento.

Os tratamentos com ultrassom (banho e sonda) foram responsaveis por manter o vigor
das sementes submetidas aos mesmos, contribuindo para o desenvolvimento de plantulas
vigorosas, que dardo origem a producao de mudas vigorosas em um curto intervalo de tempo
para serem utilizadas na revegetacdo de areas degradadas.

Dentre os dois tipos de tratamentos com ultrassom avaliados, a sonda de ultrassom
apresentou resultados mais satisfatérios, ndo demonstrando nenhuma diferenca significativa
entre as poténcias, mas houve diferencas significativas entre os tempos testados segundo a
andlise estatistica empregada. Também néo foi observada nenhuma diferenca em relagdo aos
resultados de sementes que sofreram tratamento com &cido sulfdrico concentrado.

Embora a aplicagcdo de acido sulfurico também apresentou 6timos resultados neste
estudo, corroborando com resultados encontrados na literatura, deve-se ressaltar que este pode
causar danos graves a saude do pesquisador e riscos ao meio ambiente.

Acelerar a germinacédo das sementes € extremamente importante para espécies utilizadas
na revegetacdo de areas degradadas, pois quanto mais rapido ocorre a revegetacdo mais rapido

sera a reestabilizacdo do ecossistema.
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Além da sonda de ultrassom ser muito eficiente para quebra de dorméncia de sementes
dessa espécie, possibilitando um maior nimero de plantulas em curto espaco de tempo, esse
tratamento também néo gera residuos ao meio ambiente, é de facil manipulacéo, apresenta um
risco baixo a saude do manipulador e muito promissor para producdo de mudas para serem
utilizadas na revegetacdo de areas degradadas.

Foram realizados testes para se avaliar se a elevacdo da temperatura provocada pela
sonda de ultrassom seria responsavel pela germinacdo das sementes. No entanto, os valores
obtidos de temperatura ndo atingiram aqueles reportados na literatura. Porém néo se descarta a
possibilidade que este aumento da temperatura possa atuar em conjunto com as ondas
ultrassdnicas para quebrar a dorméncia das sementes, sendo necessaria a realizagao de trabalhos

futuros para a verificacdo da existéncia deste efeito acoplado.
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