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RESUMO
Objetivou-se verificar a viabilidade de sementes e a integridade do DNA de Ocotea puberula 
durante armazenamento, com e sem o fruto. Sementes de cinco lotes foram armazenadas com 
e sem fruto, em câmara fria e seca (UR 40% ± 3% e temp. 10 °C ± 2 °C), pelos períodos de 
0, 3, 6 e 9 meses. A cada período foram determinados o teor de água, germinação (%), tetrazólio 
(%) e integridade do DNA. O teste de germinação foi realizado em papel germitest, em germinador 
a 30 °C, sob luz constante. O teste de tetrazólio foi realizado com solução na concentração de 
0,5%, pelo período de 1 hora. A integridade do DNA das sementes foi analisada em gel de 
agarose e a concentração de DNA mensurada com espectrômetro NanoDrop. Foi verificado 
que somente sementes armazenadas sem o fruto mantiveram sua germinação por até três meses. 
Após esse período, a germinação das sementes foi reduzindo-se gradativamente, sendo nula aos 
9 meses. Na análise da integridade do DNA de sementes foi possível visualizar sua degradação ao 
longo do armazenamento. Sementes de O. puberula, com ou sem fruto, armazenadas em sacos 
de papel kraft reduzem sua viabilidade e integridade de DNA após 3 meses de armazenamento 
em câmara fria e seca.
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Viability of Ocotea puberula (Rich.) Ness Seeds During Storage

ABSTRACT
This study aimed to verify the DNA integrity and viability of Ocotea puberula seeds, with and 
without fruit, during storage. Seeds of five lots were stored, with and without fruit, in cold and 
dry chamber (40% ± 3% RH; 10 °C ± 2 °C) for 0, 3, 6, and 9 months. The following attributes 
were determined at each period: water content, germination potential (%), tetrazolium (%), and 
DNA integrity. Seed germination was conducted in germitest paper, in germinator at 30 °C under 
constant light. The tetrazolium test was performed in 0.5% solution for 1 hour. The DNA integrity 
of seeds was analyzed in agarose gel and DNA concentration was measured using a NanoDrop 
spectrometer. The results showed that only seeds without fruit maintained germination for three 
months; after this period, the germination of seeds reduced gradually, becoming null after nine 
months. Seed degradation during storage was observed in the DNA integrity analysis. Ocotea 
puberula seeds, with or without fruit, stored in Kraft paper bags in cold and dry chamber had 
their viability and DNA integrity reduced after three months.

Keywords: germination, recalcitrant seeds, canela-guaicá.
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1. INTRODUÇÃO

Conhecida popularmente por canela-guaicá, a 
Ocotea puberula (Rich.) Ness (Lauraceae) possui 
ampla distribuição geográfica na América do Sul, 
com importância medicinal, para a recomposição de 
áreas degradadas e plantios comerciais (Zangaro et al., 
2003; Montagnini  et  al., 2006; Montrucchio  et  al., 
2012). A produção de mudas dessa espécie é feita via 
seminal e, muitas vezes, é limitada devido à pouca 
disponibilidade de sementes.

O armazenamento tem por objetivo conservar 
as sementes, preservando suas qualidades físicas, 
fisiológicas e sanitárias. Além disso, tem a função de 
manter uma disponibilidade contínua de sementes 
viáveis, imprescindíveis aos programas florestais e à 
conservação em bancos de germoplasma (Floriano, 
2014).

A viabilidade das sementes, no armazenamento, 
pode ser influenciada pela espécie, qualidade inicial, 
umidade das sementes, umidade relativa e temperatura 
do ambiente, fungos e insetos, tipo de embalagem e 
duração do período de armazenamento (Tekrony et al., 
1987; Carvalho & Nakagawa, 2012).

A principal estratégia para conservação de 
sementes durante o armazenamento é a redução do seu 
metabolismo, através da remoção da água e da redução 
da temperatura. Contudo, nem todas as sementes toleram 
ser armazenadas a baixas temperatura e umidade (Mello, 
2008), perdendo sua qualidade rapidamente. Sementes 
ortodoxas podem ser secas a graus de umidade baixos e 
com isso podem ser armazenadas por longos períodos 
de tempo, enquanto que as recalcitrantes são dispersas 
com conteúdos elevados de água e não podem perder 
grande porcentagem de água ou serem armazenadas 
por períodos que excedam algumas semanas ou meses, 
o que representa um desafio para sua conservação ex 
situ (Marcos, 2005).

Hong & Ellis (1996), ao estudarem o comportamento 
de sementes de espécies de Lauraceae no armazenamento, 
verificaram que, dentre 34 espécies, 74% apresentavam 
indícios de recalcitrância. Esses resultados também 
foram verificados em sementes de: Nectandra grandiflora, 
N.  lanceolata, N. oppositifolia, Ocotea corymbosa 
e O.  pulchella (Carvalho  et  al., 2008); O.  porosa, 
O. catharinensis e O. odorífera (Moritz et al., 2009); e 
Cinnamomum zeylanicum (Silva et al., 2012).

A perda da viabilidade das sementes está fortemente 
correlacionada com alterações na atividade respiratória, 
acúmulo de substâncias tóxicas, danos à integridade 
do DNA e à perda gradativa da integridade do sistema 
de membranas, acarretando a liberação de solutos 
celulares, importantes para o funcionamento da célula 
(Marcos, 2005).

As sementes são compostas por muitas substâncias 
de reserva (carboidratos, proteínas, lipídios), em 
proporções que variam para cada espécie (Santos et al., 
2004). Sementes com baixa viabilidade perdem a 
eficiência na sintetização de RNA e as lesões ao DNA 
aumentam as chances de um processo de transcrição da 
mensagem genética defeituoso ser gerado. Tais danos 
acumulam-se mais rapidamente em sementes úmidas 
que nas secas e estão relacionados ao envelhecimento 
e à perda da viabilidade das sementes (Marcos, 2005).

Sementes de Ocotea puberula têm comportamento 
recalcitrante (Mori et al., 2012), perdendo totalmente 
a viabilidade em ambiente não controlado em três 
meses, sendo difícil a sua conservação (Eibl  et  al., 
1994). Randi (1982) recomenda que as sementes 
dessa espécie sejam armazenadas com os frutos, pois 
eles possuem substâncias inibidoras da germinação, 
garantindo, desse modo, a dormência.

Trabalhos científicos que estudam o armazenamento 
de sementes em seu fruto como alternativa para a 
conservação de sementes sensíveis ao dessecamento, 
como as de Caesalpinia leiostachya (Biruel et al., 2007) 
e as de Crambe abyssinica (Costa  et  al., 2012), são 
escassos, mas com efeito positivo.

Objetivou-se com este trabalho determinar a 
viabilidade de sementes e a integridade do DNA de 
O. puberula durante armazenamento com e sem fruto, 
em condições de câmara fria e seca.

2. MATERIAL E MÉTODOS

Os frutos de Ocotea puberula foram coletados no 
estado de Santa Catarina, nos municípios de Joaçaba, 
Fraiburgo, Curitibanos, Ponte Alta e Brunópolis, 
estabelecendo-se 5 lotes distintos (Tabela 1).

Foram colhidos frutos com coloração preto‑azulada, 
considerados maduros, de 5 matrizes em cada município, 
com exceção de Fraiburgo, onde foram encontradas 
apenas 2 matrizes. Após a coleta, os frutos foram 
acondicionados em sacos plásticos.
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Para as sementes armazenadas sem o fruto, a 
remoção da polpa foi feita manualmente, com o auxílio 
de peneiras e água corrente, no mesmo dia da coleta. 
O excesso de água foi retirado com papel toalha. 
As sementes foram submetidas aos tratamentos logo 
após a colheita (com fruto) e extração (sem fruto).

Para o armazenamento, amostras de 180 sementes 
de cada lote, com e sem fruto, foram colocadas em 
sacos de papel do tipo kraft e armazenadas em câmara 
fria e seca (UR 40% ± 3%; temp. 10 °C ± 2 °C). 
Aos 0, 3, 6 e 9 meses de armazenamento foram retiradas 
amostras para avaliação da umidade, viabilidade (testes 
de germinação e tetrazólio) e integridade do DNA. 
O  experimento foi realizado em esquema fatorial 
de 2 × 4 × 5, sendo sementes com ou sem fruto, em 
4 períodos de armazenamento, de 5 lotes.

Para as avaliações, as sementes do tratamento com 
fruto foram extraídas conforme citado. A determinação 
do teor de água foi realizada pelo método de estufa 
à temperatura de 103 °C ± 2 °C durante 24 h. Foram 
feitas 2 repetições para cada lote, contendo 4 gramas 
por repetição. Os resultados foram expressos em 
porcentagem com base no peso úmido das sementes, 
conforme as Regras para Análise de Sementes (Brasil, 
2009).

Para o teste de germinação, as sementes foram 
distribuídas em papel germitest, previamente umedecido 
a duas vezes o peso do papel (Brasil, 2009) e colocadas 
em germinador tipo Mangerdorffii regulado a 30 °C, 
sob luz constante (Bilia et al., 1998). Para cada lote, 
foram utilizadas 4 repetições de 20 sementes sem 
tegumentos (Vicente, 2014), totalizando 80 sementes. 
A avaliação foi realizada após 36 dias da montagem 
do teste, com a estabilização do estande, sendo 

consideradas germinadas sementes que deram origem 
a plântula normal.

Para o teste de tetrazólio, 60 sementes, divididas 
em 4 repetições, foram embebidas em água pelo 
período de 16 horas, seccionadas longitudinalmente, 
através do centro do eixo embrionário, com auxílio 
de um bisturi, e imersas na solução de 2,3,5 trifenil 
cloreto de tetrazólio (pH 6,5 a 7,0), na concentração 
de 0,5%, pelo período de 1 hora (Kalil et al., 2008). 
Para auxiliar na visualização de todos os detalhes das 
sementes, foram utilizadas lupas de mesa com lâmpada 
fluorescente. Os critérios de análise foram: 1 - semente 
viável (coloração avermelhada), 2 - sementes inviáveis 
(sem coloração), os resultados foram expressos em 
porcentagem de sementes viáveis.

O número menor de sementes utilizado nos testes 
de germinação e tetrazólio, em comparação com o 
indicado na literatura para a realização desses testes 
(Brasil, 2009), se deve à pouca quantidade de sementes 
obtidas para o experimento. No entanto, nesses casos, 
segundo Pinã-Rodrigues  et  al. (2004), é possível a 
redução do número de sementes por repetição.

Para a determinação da integridade do DNA, 
sementes de ambos os tratamentos foram previamente 
congeladas em nitrogênio líquido e estocadas em 
Deep Frezzer (temp. –70 °C) até o momento das análises. 
As sementes armazenadas com fruto foram extraídas 
antes de serem congeladas em nitrogênio líquido.

Para as análises, as sementes foram maceradas 
em nitrogênio líquido, com o auxílio de um moinho 
elétrico. Foi utilizado o protocolo CTAB (Brasileiro & 
Carneiro, 1998) para a extração: 40 a 50 mg das amostras 
maceradas foram colocadas em microtubos de 2 ml, ao 
qual foram acrescidos 350 µL de tampão CTAB contendo 
2% de β-mercaptoetanol, e incubadas em banho-maria 

Tabela 1. Dados geográficos e climáticos dos locais de coleta de frutos de Ocotea puberula.
Table 1. Geographical and climatic data from local to collect of Ocotea puberula fruits.

Lote Município Latitude Longitude Altitude Temp. 
média Clima

1 Joaçaba 27°10’41”S 51°30’17”O 522 m 18 °C Subtropical úmido
2 Fraiburgo 27°03’20”S 50°03’34”O 1048 m 16,1 °C Subtropical úmido
3 Curitibanos 27°16’44”S 50°34’57”O 987 m 15,2 °C Subtropical úmido
4 Ponte Alta 27°29’03”S 50°22’49”O 856 m 16 °C Subtropical úmido
5 Brunópolis 27°18’21”S 50°52’06”O 843 m 19 °C Subtropical úmido

Fonte: Santa Catarina (2014), Köppen & Geiger (1936).
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a 65 °C por 1 hora. Foram adicionadas ao microtubo 
350 µL da solução CIA (clorofórmio‑álcool‑isoamílico) 
sendo o conteúdo homogeneizado por 25 minutos. 
As amostras foram centrifugadas a 1.400 rpm por 
10 minutos, o sobrenadante foi transferido para outro 
microtubo de 2 ml, ao qual foram adicionados 250 µL 
de isopropanol, depois colocadas em freezer durante 
1 hora para decantação do DNA. As amostras foram 
novamente centrifugadas, operação na qual se descartou 
o sobrenadante, e ao precipitado formado foram 
adicionados etanol 70% e álcool absoluto (95%) para 
lavagem. O precipitado foi suspenso em solução TE pH 
8 e armazenado em geladeira até a quantificação em 
gel agarose (0,8%), realizada em cuba de eletroforese 
com solução TBE 0,5×, corrente elétrica de 100 volts, 
pelo período de aproximadamente 2 horas.

As amostras foram fotografadas em transluminador, 
sendo a visualização por UV pela adição de brometo de 
etídeo no gel. A quantificação de DNA em cada etapa 
de armazenamento foi realizada em espectrofotômetro 
NanoDrop ND-1000.

Os experimentos foram instalados em delineamento 
inteiramente casualizado (DIC). Os dados foram 
testados quanto à homogeneidade e normalidade e foi 
realizada análise de variância. Os dados de germinação e 
tetrazólio, expressos em porcentagens, que se mostraram 
não homogêneos pelo teste de Shapiro-Wilk, foram 
transformados em arco seno √¯x/100 (Santana & 
Ranal, 2004). As médias foram comparadas pelo teste 
de Tukey a 5% de probabilidade – as análises foram 
realizadas com o programa estatístico ASSISTAT.

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO

Na análise dos dados foi verificado que a interação 
tripla (sementes com ou sem fruto X períodos de 
armazenamento X lotes) não foi significativa, sendo 
observada interação significativa entre lotes X sementes 
com e sem frutos, tempo de armazenamento X lotes 
e tempo de armazenamento X sementes com e sem 
frutos, todos p < 0,05.

A germinação observada em sementes recém‑colhidas 
variou entre 52% e 95% (Tabela  2). As diferenças 
encontradas na germinação de lotes de procedência 
distinta da mesma espécie podem ocorrer, conforme 
Wielewicki et al. (2006), devido à variabilidade genética 
das espécies florestais silvestres ou, ainda, devido a fatores 
correlacionados à época de maturação, à colheita e ao 
beneficiamento de sementes. Diversos fatores internos 
e externos à semente podem interferir na germinação 
(Malavasi, 1988; Marcos, 2005).

Foi verificado que sementes armazenadas sem o 
fruto mantiveram sua germinação por até 6 meses, 
exceto para o lote 4, em que foi observada redução 
na porcentagem de germinação de sementes. Nesse 
período (6 meses de armazenamento), a germinação das 
sementes foi reduzindo-se gradativamente, independente 
da presença ou não do fruto, e aos 9 meses as sementes 
de todos os lotes não mais germinaram (Tabela 2). 
A perda da viabilidade, ao longo do tempo, é comum 
em sementes classificadas como recalcitrantes, como 

Tabela 2. Germinação (%) de sementes de Ocotea puberula, armazenadas com (CF) e sem o fruto (SF), pelos 
períodos de 0, 3, 6 e 9 meses em câmara fria e seca (40% ± 3% UR e 10 °C ± 2 °C).
Table 2. Germination (%) of Ocotea puberula seeds stored with (CF) and without fruit (SF) for a period of 0, 3, 6 and 
9 months in cold and dry chamber (40% ± 3% RH and 10 °C ± 2 °C).

Lote 0 meses
Armazenamento

CV%3 meses 6 meses 9 meses
SF CF SF CF SF CF

L1 66 Abc* 56 ABb 51 Bb 14 Cab 2 Cab 0 C 0 C 27,76
L2 95 Aa 78 Ba 76 Ba 2 Cb 0 Cb 0 C 0 C 8,99
L3 75 Aab 61 ABab 42 Bb 18 Cab 0 Cb 0 C 0 C 29,32
L4 68 Abc 58 ABab 46 Bb 0 Cb 8 Ca 0 C 0 C 24,08
L5 52 Ac 44 Ab 28 Bc 26 Ba 0 Cb 0 C 0 C 29,47

CV (%) 13,16 16,34 14,08 62,27 158,11 - -
F cal 11,10 6,29 26,75 8,43 4,25 - -

*Médias seguidas por mesma letra maiúscula na linha e minúscula na coluna não diferem entre si pelo teste de Tukey ao nível de 5% 
de probabilidade.
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Euterpe edulis (Martins et al., 2009) e Eugenia pyriformis 
(Scalon et al., 2012).

Os resultados relacionados à manutenção dos frutos 
para o armazenamento das sementes divergem dos 
obtidos para algumas espécies florestais, como Caesalpinia 
leiostachya (Biruel et al., 2007) e Crambe abyssinica 
(Costa et al., 2012), para as quais o armazenamento das 
sementes com fruto foi eficaz, mantendo a viabilidade 
por mais tempo em relação às sementes sem fruto. 
O mesmo comportamento foi verificado por Randi 
(1982), para sementes de O. puberula. De acordo com 
esse autor, os frutos possuem substâncias inibidoras da 
germinação, o que garante a dormência das sementes 
com fruto durante o armazenamento, possibilitando 
maior período de viabilidade.

Os resultados do teste de tetrazólio foram semelhantes 
aos de germinação em relação à melhor manutenção 
das sementes sem o fruto, exceto para os lotes 2 e 4. 
No entanto, de forma geral foi verificada no teste de 
tetrazólio uma menor redução na viabilidade das sementes 
até os 6 meses de armazenamento em comparação com 
os resultados de germinação (Tabela 3).

Marcos (2005) e Walters  et  al. (2005) afirmam 
que sementes recalcitrantes, ao serem armazenadas, 
mantêm a taxa de respiração consideravelmente alta 
e o metabolismo ativo, mas à medida que se aumenta 
o tempo de armazenamento o sistema de reparo das 
sementes já não funciona perfeitamente, reduzindo o 
potencial de germinação.

Pelo presente trabalho, é possível afirmar que, de 
forma geral, há redução na viabilidade das sementes de 
Ocotea puberula após 3 meses de armazenamento em 
ambiente controlado (câmara fria e seca) (Tabela 3), 
sendo que após 6 meses a viabilidade é nula. Eibl et al. 
(1994) encontraram comportamento semelhante ao 
armazenar sementes da mesma espécie em ambiente 
não controlado, afirmando que as sementes são de 
comportamento recalcitrante ao armazenamento, 
perdendo totalmente a viabilidade em ambiente não 
controlado em três meses, sendo difícil a sua conservação.

Em relação ao teor de água foi verificada grande 
variação ao longo dos 9 meses de armazenamento, sendo 
que para todos os lotes houve decréscimo significativo 
da umidade inicial após armazenamento. Sementes do 
Lote 1, por exemplo, que tinham 36,13% de umidade 
inicial, após 9 meses de armazenamento reduziram as 
porcentagens para: 10,24% em sementes sem o fruto 
e 8,20% em sementes com fruto (Tabela 4).

Os resultados observados sugerem que a 
umidade das sementes foi um fator decisivo para o 
armazenamento. Acredita-se que devido ao uso de 
papel kraft e câmara fria e seca, as sementes sofreram 
secagem durante o armazenamento, reduzindo-se 
o teor de água, provavelmente, para além do limite 
letal e ocasionando a morte das sementes. O grau de 
umidade letal equivale ao valor a partir da qual todas 
as sementes perdem a viabilidade (Hong & Ellis, 1996). 
Para sementes recalcitrantes, o ideal é o armazenamento 
em câmaras úmidas.

Tabela 3. Viabilidade (%) de sementes de Ocotea puberula obtida pelo teste de tetrazólio, armazenadas pelos 
períodos de 0, 3, 6 e 9 meses, com (CF) e sem o fruto (SF).
Table 3. Viability (%) of Ocotea puberula seeds, obtained by the tetrazolium test, stored for a period of 0, 3, 6 e 
9 months, with (CF) and without fruit (SF).

Lote 0 meses
Armazenamento

CV%3 meses 6 meses 9 meses
SF CF SF CF SF CF

L1 74 Aa* 52 ABab 18 CDd 40BCab 14 CDc 0 D 0 D 41,62
L2 77 Aa 62 ABab 70 Aa 44 Bab 48 Ba 0 C 0 C 19,36
L3 53 Bb 77 Aa 33 Ccd 57 Ba 24 Cbc 0 D 0 D 23,22
L4 72 Aa 45ABCb 58 ABab 27 CDb 44 BCa 0 D 0 D 33,26
L5 50 Bb 65 Aab 45 BCbc 48 Bab 33 Cbc 0 D 0 D 15,19

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

*Médias seguidas por mesma letra maiúscula na linha e minúscula na coluna não diferem entre si pelo teste de Tukey ao nível de 5% 
de probabilidade.
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Na análise das sementes foi possível visualizar 
a degradação da integridade do DNA ao longo do 
armazenamento. Por exemplo, o DNA de sementes do 
Lote 1 (Figura 1), no tempo zero de armazenamento, 
encontrava-se íntegro, com pouco arraste vertical. Com 3 
meses de armazenamento, o DNA se encontrava menos 
integro, com uma concentração de arraste maior na 
proporção mediana do gel de agarose. Com 6 meses de 
armazenamento, o DNA tinha uma pequena proporção 

íntegra (acumulada no início do gel) e arraste ao longo 
do gel de agarose; no armazenamento de 9 meses houve 
uma quantidade ainda menor de DNA íntegro e arraste 
ao longo do gel de agarose. O mesmo padrão pôde 
ser observado nos demais lotes (Figura 1  Gráfico 1).

Células vegetais, quando sujeitas a estresses ambientais, 
possuem um padrão de degradação relacionado ao 
processo de morte celular passiva (Wang et al., 1998). 
A temperatura e a umidade relativa do ar do local em 

Tabela 4. Teor de água (%) das sementes de Ocotea puberula armazenadas em câmara fria e seca pelo período 0, 3, 
6 e 9 meses, com (CF) e sem o fruto (SF).
Table 4. Water content (%) of seeds of Ocotea puberula stored in cold and dry chamber for a period of 0, 3, 6 and 9 
months, with (CF) and without fruit (SF).

Lote 0 meses
Armazenamento

CV%3 meses 6 meses 9 meses
SF CF SF CF SF CF

L1 36,13 Ab* 17,13 Bc 14,34 BCb 11,67 CDb 10,24 CDb 10,24 CDb 8,20 Da 4,62
L2 35,62 Ab 26,88 Ba 22,82 BCa 21,46 BCa 13,21 CDa 13,21 CDa 8,13 Da 8,69
L3 40,34 Aa 22,13 Bb 16,36 Cab 12,84 Dab 10,32 Eb 10,32 Eb 7,40 Fa 2,73
L4 38,85 Aa 20,81 Bbc 19,94 Bab 16,91 BCab 11,70 CDab 11,70CDab 8,05 Da 5,41
L5 40,94 Aa 27,05 Ba 22,72 Ba 19,10 Bab 11,46 CDab 11,46 CDab 9,22 Da 6,2

CV (%) 1,53 4,38 10,65 13,79 3,89 3,89 5,87
F cal 33,63 35,69 6,76 6,66 15,05 15,05 3,67

*Médias seguidas por mesma letra maiúscula na linha e minúscula na coluna não diferem entre si pelo teste de Tukey ao nível de 5% 
de probabilidade.

Figura 1. Gel de agarose (0,8%) de DNAs genômicos extraídos de sementes de Ocotea puberula, ao longo do 
armazenamento por 0, 3, 6 e 9 meses, em câmara fria e seca.
Figure 1. Agarose gel (0,8%) of genomic DNA extracted from seeds of Ocotea puberula, during storage for 
0, 3, 6 and 9 months in cold and dry chamber.
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que as sementes são armazenadas são os principais 
fatores a afetar a sua qualidade fisiológica. Tais danos 
acumulam-se mais rapidamente em sementes úmidas 
que nas secas e estão relacionados ao envelhecimento 
e à perda da viabilidade das sementes (Marcos, 2005).

A manutenção da informação genética é um 
requisito essencial para a tolerância à dessecação e a 
sobrevivência das células (Osborne et al., 2002). Pelos 
resultados obtidos, podemos inferir que em sementes 
armazenadas de Ocotea puberula a degradação do DNA 
ocorre nos estágios iniciais do processo de deterioração.

4. CONCLUSÕES

Sementes de Ocotea puberula, com ou sem fruto, 
armazenadas em sacos de papel kraft reduzem sua 
viabilidade e integridade de DNA após 3 meses de 
armazenamento em câmara fria e seca a 40% ± 3% 
de UR e 10 °C ± 2 °C.
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