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RESUMO

SILVA, GLICELIA PEREIRA. Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde — GO,
julho de 2017. Alterac6es Fisioldgicas e Bioquimicas de Sementes de Dipteryx alata
Vog. no Processo de Germinacdo e Armazenamento. Orientadora: Juliana de Fatima
Sales, Coorientador: Jacson Zuchi.

Um dos meios mais vidveis para preservar a vegetacdo nativa e manter as caracteristicas
geneéticas € através da criacdo de bancos de sementes. Esta estratégia permite, além da
manutencao da espécie, promover o conhecimento acerca da qualidade fisioldgica e do
vigor das sementes por um determinado tempo. Objetivou-se com o presente estudo
avaliar o comportamento das sementes de Dipteryx alata Vog. (baru) na retomada do
processo germinativo observando as fases no periodo de embebigdo. Para isto, foi
avaliado em intervalos de 0 a 196 horas de embebicdo a atividade das enzimas o-
amilase e B-amilase. Foram realizados estudos histoquimicos dos compostos presentes
nas sementes bem como as alteragcOes destes compostos durante a germinagdo. Para
avaliar a resisténcia das sementes desta espécie realizou-se o envelhecimento acelerado
em quatro tempos, sob temperatura e umidade relativa controlada. Durante a realizacdo
do teste estimou-se 0 estresse oxidativo por meio das enzimas catalase (CAT),
superoxidodismutase (SOD), peroxidade (POX) e proteinas totais. Além disso, foram
efetuados os testes de respiracdo, condutividade elétrica, germinacdo e indice de
velocidade de germinagdo para avaliar o vigor das sementes diante das condic¢Oes
submetidas. A fim de se estabelecer novos protocolos de testes fisiologicos para as
sementes florestais foi conduzido o teste de tetrazolio sob diferentes concentracdes e
tempos de embebicdo, determinando varias classes de vigor para esta espécie. Quanto

ao armazenamento, as sementes foram mantidas em potes de vidro hermeticamente



vedados por 12 meses nas temperaturas de 10 e 20 °C. O periodo de avalia¢do ocorreu a
cada trés meses. Nestes intervalos avaliou-se a emergéncia de plantulas, teste de raios X,
germinacdo e condutividade elétrica. Foi possivel concluir que as sementes de baru na
retomada da germinagdo expressam a atividade das principais enzimas relacionadas a
sintese de “novo” e que estas promovem a mobilizacdo das reservas para o €ixo
embrionario em aproximadamente 50 horas de embebicdo. Sendo possivel caracterizar o
padrdo trifasico durante a embebicdo das sementes na germinacdo. Ao final de 196
horas, quando se encerrou a terceira fase da curva, observou-se grande consumo de
carboidratos e proteinas que culminou com a formacdo da raiz primaria. Concluiu-se
também que mesmo diante de condi¢Ges desfavoraveis as sementes de baru possuem
aparatos bioquimicos eficientes na defesa de radicais livres e na peroxidacgdo de lipidios.
Ja as sementes armazenadas por 12 meses a 10 e 20 °C se mantiveram viaveis com boa
qualidade fisioldgica, comprovada por meio dos testes de vigor realizados. O uso das
imagens de raios-x permitiu a avaliacdo das sementes durante todo o periodo de
armazenamento e nao foi detectado nenhum dano proveniente do armazenamento nem

mesmo danos a propria estrutura das sementes.

PALAVRAS-CHAVE: enzimas, envelhecimento acelerado, armazenamento



ABSTRACT

SILVA, GLICELIA PEREIRA. Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde — GO,
julho de 2017. Physiological and Biochemical Changes of Dipteryx alata Vog. in the
Germination and Storage Process. Orientadora: Juliana de Fatima Sales,
Coorientador: Jacson Zuchi.

One of the most viable means to preserve native vegetation and maintain genetic
characteristics is the creation of seed banks. This strategy allows, besides the species
maintenance, to promote the knowledge about physiological quality and seeds’ vigor for
a certain time. This study aimed to evaluate the behavior of Dipteryx alata Vog. seeds
(baru) in the germination process resumption, observing the phases in the soaking
period. For this purpose, the activity of the a-amylase and B-amylase enzymes was
evaluated at soaking intervals of 0 to 196 hours, as well as histochemical studies of the
compounds present in the seeds and their changes during the germination were carried
out. To evaluate the seeds’ resistance of this species, the accelerated aging was carried
out in four times, under temperature and controlled relative humidity. During the test,
oxidative stress was estimated using the catalase (CAT), superoxydodismutase (SOD),
peroxidase (POX), and total proteins enzymes. In addition, tests of respiration,
electrical conductivity, germination, and germination speed index were made to
evaluate seeds’ vigor under the submitted conditions. To establish new protocols of
physiological tests for forest seeds, tetrazolium test was carried out under different
concentrations and soaking times, determining various vigor classes for this species. As
for storage, the seeds were kept in hermetically sealed glass jars for 12 months under 10
and 20 °C temperatures. Evaluation period occurred every three months. In these
intervals, the seedling emergence, X-ray test, germination, and electrical conductivity
were evaluated. It was possible to conclude that the baru seeds in the germination

resumption express the activity of the main enzymes related to the synthesis of "new",



promoting the reserves mobilization to the embryonic axis under soaking for
approximately 50 hours, making possible to characterize the three-phase pattern during
seed soaking at germination phase. After 196 hours, end of the third curve’s stage, it
was observed a great carbohydrates and proteins consumption, culminating with the
primary root formation. It was also concluded that, even under unfavorable conditions,
baru seeds have efficient biochemical devices in the defense of free radicals and in the
lipid peroxidation. Seeds stored for 12 months under 10 and 20 °C temperatures
remained viable with good physiological quality, verified by vigor tests. The use of the
X-ray images allowed seeds evaluation during all the storage period, and no damage

from the storage process was detected, nor even to the seeds structure itself.

KEYWORDS: enzymes, accelerated aging, storage



1. INTRODUCAO GERAL

As espécies florestais da regido do Cerrado de modo geral tém contribuido para
a producdo de alimentos, fibras e outros produtos que, sobretudo intensificam a
economia local. As frutiferas do Cerrado se destacam com potencial agricola pela
grande producdo de frutos, consumidos de diversas maneiras. Os frutos possuem cores
atrativas e sabores caracteristicos, aléem do alto valor nutricional em proteinas, sais
minerais, vitaminas e exploracdo de recursos farmacoldgicos (RIBEIRO;
RODRIGUES, 2006; VERA et al., 2005).

Embora, a extensdo territorial represente cerca de dois milhdes de quildmetros
quadrados, apenas 2,2% de area é legalmente protegida, por isso, atualmente o Cerrado
tem recebido atencdo especial da comunidade cientifica, visto que se encontra entre 0s
25 hotspots do mundo. (KLINK; MACHADO, 2005; BRANNSTROM et al., 2008).

Diante disto, é necesséario criar estratégias que visem a conservacdo e
manutencdo das sementes de diferentes espécies em germoplasmas e bancos de
sementes para garantir a formacdo e sobrevivéncia das plantulas (KOAHAMA et al.,
2006).

A conservagdo ex situ de sementes contribui com a manutengdo dos bancos de
germoplasmas em todo o mundo, principalmente para espécies de grandes culturas com
interesse econbmico. No entanto, muitas espécies florestais, incluindo as espécies do
Cerrado tém sido inseridas em programas que geram renda para agricultura familiar de
pequenos produtores, sendo consideradas espécies de potencial agricola, agroindustrial
e agroenergético. Além disso, a producdo de mudas de espécies florestais para a
recuperacdo de areas degradadas é um fator limitante para 0s viveiristas que



desconhecem os principais mecanismos fisioldgicos das sementes (WALTERS et al.,
2005; NAGEL; BORNER, 2010; VIJAYAN et al., 2011; CARVALHO et al., 2009).

Neste sentido, o armazenamento de sementes pode contribuir para formacdo de
germoplasmas com valiosas informacGes sobre a diversidade genética (BORNER,
1990), fortalecendo a politica ambiental sobre a demanda de espécies nativas para a
recuperacdo dos ecossistemas (CARVALHO et al., 2006). Porém, a manutencao de tais
espécies exige maior conhecimento do comportamento das sementes em relacdo a
longevidade e aos danos que ocorrem no armazenamento. Portanto, as informacfes
disponiveis ainda sdo insuficientes para direcionar estratégias de conservacao voltadas
ao interesse social, econémico e sustentavel devido a diversidade genética das espécies
(COSTA, 2009).

Os estudos relacionados a tolerancia a dessecacdo sdo complexos, envolvendo a
interacdo de ajustes metabdlicos e estruturais, permitindo que as células resistam a
perdas consideraveis de agua sem a ocorréncia de prejuizos acentuados (MARCOS-
FILHO, 2005). Com o inicio da dessecacdo hd uma mudanca na expressdo génica em
sementes, em que os genes que codificam moléculas de protecdo tem papel importante
nesse periodo (RAMANJULU; BARTELS, 2002).

A fase de aquisicdo de tolerancia a dessecacdo, ou a habilidade para tolerar
potenciais de agua muito baixos, estdo correlacionada ao acUmulo de varios
componentes protetores, incluindo agucares e proteinas (WALTERS et al., 2002). Entre
0S mecanismos que colaboram para a manutencdo da viabilidade das sementes,
destacam-se a presenca de acucares sollveis e de enzimas que atuam contra 0 sistema
de oxidacdo lipidica, anti-oxidantes e de proteinas especificas (LEA proteinas) que se
acumulam na fase de aquisicdo e a manutencdo da tolerancia a dessecacgdo, conferindo
protecdo contra as consequéncias da perda de agua, em diferentes niveis de hidratacdo
(ANGELOVICI et al., 2010).



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Baru (Dipteryx alata Vog.)

O baru é uma espécie nativa do Cerrado que se destaca pela potencialidade de
recursos, econdémico, madeireiro, alimenticio e oleicos entre outros, pode ser utilizado
para reflorestamento de areas impactadas pelas atividades agroindustriais (OLIVEIRA
et al., 2009).

Entre as espécies do Cerrado o barueiro se destaca pela ampla distribuicéo,
principalmente em areas mais secas. E a Unica espécie do género Dipteryx encontrada
no Cerrado, podendo ocorrer outras espécie do género em outras regides (SOARES et
al., 2008).

O baru pertence a familia Fabaceae, as arvores atingem em média 15m de altura,
podendo atingir até de 25m (Figura 1). O tronco é liso com casca de cor cinza-claro, as
folhas sdo alternas, pecioladas sem estipulas e o numero de foliolos varia entre 7 e 12. O
fruto € do tipo drupa, ovoide, levemente achatado, de cor marrom sem alteracdo da
coloracdo quando maduro, o endocarpo € lenhoso e tem uma Unica semente por fruto
(VIEIRA et al., 2010).

A espécie ocorre principalmente nos estados de Minas Gerais, Goiads, Mato
Grosso e Mato Grosso do Sul, reconhecida popularmente como, baru, cumbaru, barujo,
cumaru, cumarurana entre outros. O fruto é bastante consumido, por ter polpa rica em
proteinas e as sementes além de oleaginosas sdo constituidas por amido e fibras,
utilizadas como fonte nutricional e propriedades medicinais (MACIEL; TAVARES,
2010).

O Oleo extraido das sementes de baru tem grande importancia na medicina

popular atuando como fator antirreumatico, sua polpa é consumida ndo s6 pela
populacdo humana como também, serve de alimento para animais silvestres e o rebanho
bovino (CORREA et al., 2000).
A espécie é considerada espécie chave para o Cerrado, tem alta taxa de germinacédo e
estabelecimento de mudas, sendo assim promissora na recuperagdo de reservas legais e
areas de protecdo permanentes. Entretanto, pela forma extrativista que os frutos séo
adquiridos sdo necessarios estudos que envolvam o manejo e conservagdo, garantindo
sua sobrevivéncia (SOARES et al., 2008).



Figura 1: (A) Planta adulta de Dipteryx alata Vog. (baru), com aproximadamente 20 m de altura. (B)
Frutos maduros de baru coletados em julho de 2014 no Municipio de Portelandia-Go. (C) Sementes de
baru, apds a extragdo feita com prensa manual. (D) Plantulas de baru obtidas apds 30 dias de emergéncia.
Imagens registradas com camera Nikon Coolpix L810 26 Optical zoom por Glicélia Pereira Silva, nos
anos de 2014 e 2015. *Barral cm

2.2 Sementes Ortodoxas

O termo tolerancia a dessecacao foi introduzido inicialmente por Roberts (1973),
que considerou duas classes distintas em relacdo a tolerancia de desidratacdo das
sementes. Em relagdo a este parametro, as sementes foram classificadas em ortodoxas e
recalcitrantes. E importante ressaltar que o processo de tolerancia a dessecacdo é
prerrequisito necessario para a conclusdo do ciclo de vida das sementes. Neste caso, as
sementes ortodoxas garantem a sobrevivéncia durante a secagem, mesmo em niveis
abaixo de 7% do teor de &gua sem danos a viabilidade podendo ser armazenadas por
periodos prolongados. No entanto, 0 momento exato em que as sementes adquirem sua
dessecacdo depende da espécie, da taxa de perda de agua e do teor final apds a secagem
(SAMARAH, 2009).

O regulamento fisioldégico que leva a inducdo da tolerancia ainda é
desconhecido, mas sabe-se que varias atividades estdo associadas a aquisicdo de tal

comportamento. As sementes secas entram em um periodo de quiescéncia até a



reativacdo do metabolismo e posterior a germinacdo. (SAMARAH, 2009;
ANGELOVICI et al., 2010), ocasionando nas sementes uma série de eventos celulares e
bioquimicos de protecdo as membranas, incluindo o acumulo de dissacarideos,
oligossacarideos, sintese de proteinas, e a ativacdo de antioxidantes (ANGELOVICI et
al., 2010).

2.3 Estresse oxidativo e enzimas removedoras de radicais livres

A perda de viabilidade durante a dessecacdo de diversas sementes sensiveis a
esta fase é acompanhada por um aumento na peroxidacdo de lipidios e acumulo de
radicais livres. Esses radicais livres podem reagir com peroxidos de hidrogénio,
produzindo oxigénio singleto e radical hidroxil (OH-), toxicos as células capazes de
danificar constituintes celulares, como, proteinas, DNA’s e membranas. Os radicais
livres se acumulam porque os sistemas removedores ndo sdo efetivos em organismos
desidratados (BOUDET et al., 2006).

As principais enzimas utilizadas nas vias de limpeza das EROs em plantas sdo: a
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX),
dehidroascorbato redutase (DHAR), monodehidroascorbato redutase (MDHAR),
glutationa redutase (GR), glutationa peroxidase (GPOX) e guaiacol peroxidase (GPX)
(EDREVA, 2005; MITTLER, 2002).

As moléculas removedoras de radicais livres incluem antioxidantes lipossolUveis
(&cido ascorbico, glutationa). As sementes contém altas concentragdes de tais
substancias variando em diferentes tecidos e diferentes sementes. Sistemas enzimaticos
processadores de radicais livres incluem superéxido dismutase (SOD) que catalisa a
dismutacdo de superoxido (O,) em H,O, e O, e aquelas enzimas envolvidas na
desintoxicacdo de H,O, (isto é, catalase, glutationa redutase, ascorbato e outras
peroxidases).

E provavel que sistemas enzimaticos estejam envolvidos em uma resposta anti-
oxidante inicial pela neutralizacdo do oxigénio ativado, potencialmente toxico, formado
durante a restricao hidrica (EDREVA, 2005).

Alteracbes nos padrdes da enzima esterase evidenciam a ocorréncia de eventos
deteriorativos, que podem contribuir para a reducdo na germinacdo das sementes a
medida que sdo aumentados os niveis de fatores adversos de temperatura e teor de agua

das sementes, pois a esterase é uma enzima envolvida em reacGes de hidrolise de



ésteres, estando diretamente ligada ao metabolismo dos lipidios (SANTOS et al., 2004;
SANTOS et al., 2005).

2.4 Agucares ndo redutores

De acordo com Guimarées et al. (2002), inGmeras evidéncias apoiam a visao de
que agucares agindo como “substitutos de agua” podem desempenhar papel-chave na
aquisicdo de tolerdncia a dessecacdo em sementes, por proteger membranas de
mudancas de fase lipidica induzida por dessecacdo e também proteger proteinas, e pela
formacéo de vidro a temperaturas fisioldgicas.

Entre os carboidratos solUveis presentes principalmente em tecidos vivos tais
como embrides e cotilédones, estdo incluidos alguns monossacarideos e dissacarideos,
principalmente a sacarose e oligossacarideos, entre eles, a rafinose, estaquiose ou
verbascose. Estes carboidratos, além da funcdo de reserva, podem atuar na estabilidade
das membranas durante a dessecacdo e a retomada do crescimento embrionario
(HELLMANN et al., 2008).

Na maioria das sementes ortodoxas, a sacarose, 0s oligossacarideos da familia
rafinose e 0s monossacarideos contribuem com 1 a 12% da matéria seca. Nas sementes
ortodoxas maduras, o conteudo de sacarose varia entre 15 e 90% dos carboidratos
sollveis, sendo encontrado vestigio de monossacarideos. O acimulo de agucares ndo
reduzidos estd envolvido na tolerdncia a dessecacdo. Tecidos tolerantes sao
caracterizados por apresentarem alta quantidade de sacarose e oligossacarideos
(estaquiose ou rafinose), e auséncia ou reduzida quantidade de monossacarideos
redutores, como a galactose, manose, frutose e glicose (PUKACKA et al., 2009).

Durante a desidratacdo, acUcares especificos podem prevenir os efeitos danosos
da dessecacdo sobre as membranas celulares, na medida em que formam ligacOes de
hidrogénio, repondo a agua normalmente associada com as superficies das membranas,
mantendo assim o espacamento dos grupos de lipidios, evitando a transicdo da fase
liquida cristalina para a fase gel (BUITINK; LEPRINCE, 2004). A sacarose pode ter a
funcdo de manter a estrutura da bicamada liquida cristalina da membrana, em niveis

baixos de hidratacao.



2.5 Hidratacédo das sementes

A reativacdo do metabolismo celular é um periodo importante na viabilidade das
sementes culminando com diversas manifestacbes fisiologicas essenciais para o
processo de germinacdo. A germinagdo € considerada uma sucessdo de eventos
bioquimicos que partem de um estado inerte, quiescente e de baixo teor de 4gua que as
sementes se encontram antes da emergéncia do embrido (MARCOS-FILHO, 2015).

Neste sentido, a agua é o fator mais importante, pois determinara a velocidade da
germinacdo, sendo, que quanto maior a disponibilidade, mais rapido serd o processo de
embebicdo (CARVALHO; NAKAGAWA, 1983). Por isso, a fase de pré-embebicédo é
um ponto critico no estudo de sementes. E necessario o conhecimento das
caracteristicas quimicas e fisicas da espécie. Inicialmente a embebicdo ocorre pelas
paredes celulares e em seguida, ativa macromoléculas que estdo contidas nos tecidos de
reservas em estado seco (BEWLEY; BLACK, 1994, BRADFORD, 1995;
GUIMARAES et al., 2008).

O acumulo dos compostos quimicos nos tecidos de reservas das sementes €
fundamental para impulsionar a formacdo do embrido logo apds a hidratacdo da
semente. Desta forma, os carboidratos e os lipidios servem como fonte de energia para a
formacdo de plantulas (BUCKERIDGE et al., 2004; CORTE et al., 2006). Assim, a
mobilizagcdo das reservas pode ser estimada por técnicas microscopicas que permitem
avaliar as estruturas internas de corpos proteicos, lipidicos e dos carboidratos no preparo
de formagédo radicular, culminado com a germinacdo das sementes (CORTE et al.,
2009).

2.6 Armazenamento de sementes

O armazenamento de sementes € um mecanismo seguro, vidvel e econémico
para a conservacdo da diversidade genética de especies vegetais. A preservacdo da
qualidade fisiologica das sementes € fundamental para a manutencdo do processo de
repovoamento da vegetacdo em areas degradadas, permitindo o uso de espécies vegetais
em diferentes locais e periodo (KOHAMA et al., 2006).

Esta pratica compreende a formagdo de bancos de sementes, germoplasmas, e
colecdo de sementes in situ que ficam sob a influéncia do ambiente de origem em

condicdes ndo controladas. No entanto, 0 armazenamento ex situ de algumas espécies se



torna possivel por longos periodos, sem danos a sua viabilidade, toleram a desidratacéo
e se manterem em diferentes condi¢fes de temperatura (NAGEL et al., 2009).

A temperatura e o0 teor de agua sdo fatores determinantes no armazenamento,
ambos influenciam diretamente varios aspectos biologicos, como aumento da atividade
respiratoria, que consequentemente desencadeia a proliferacdo de microrganismos
provocando a deterioracdo das sementes (COSTA, 2009).

A temperatura atua diretamente sobre o processo de germinagdo, embora esta
caracteristica esteja associada as condicdes ambientais em que cada individuo se
desenvolve, ndo havendo uma temperatura ideal para todas as espécies. No Cerrado, a
temperatura na qual ocorre maior porcentagem de germinacdo esta entre 25 e 35 °C.
Levando em conta as caracteristicas morfoldgica de cada semente e das particularidades
do clima e da regido, sdo necessarias mais investigagdes sobre o ambiente e temperatura
adequada para as sementes florestais (BRANCALION et al., 2010).

Varios fatores podem afetar a qualidade fisioldgica das sementes, como por
exemplo, manuseio, colheita, beneficiamento, armazenamento e secagem. No entanto, a
reducdo do teor de &gua como resultado da secagem ird diminuir o metabolismo e
consequentemente prolongar o periodo de armazenamento (ZONTA et al., 2011).

Neste sentido, a reducdo do teor de agua para prolongar a longevidade de
espécies vegetais se faz necessaria (KOAHAMA et al.,, 2006). Deve-se também
considerar a composicdo quimica das diferentes espécies, que determina o estado
fisiologico das sementes durante e ap0s o armazenamento. Considerando o estado fisico
da &gua em sementes, cuja composi¢cdo quimica se caracteriza pela maior presenca de
amido (amilaceas), havera maior afinidade com as ligacGes quimicas entre a agua e as
moléculas de amido, enquanto as sementes oleaginosas repelem estas ligaches
(VERTUCCI; ROOS, 1990; MARCOS FILHO, 2005).

Assim, a umidade relativa do ar, o teor de 4gua e a temperatura atuam em
conjunto determinando o equilibrio higroscopico especifico, garantindo a qualidade
fisioldgica por maior ou menor tempo. Estudos envolvendo temperatura e umidade do
ar sdo cada vez mais frequentes, incluindo as espécies florestais, que por sua vez
carecem de informacdes sobre o assunto, fortalecendo os programas de repovoamento
de areas impactadas (BORGES et al., 2009; SCALON et al., 2012; MARTINS et al.,
2009).



2.7 Uso da analise de imagens por raios x

O teste de raios x, atualmente tem sido considerado uma ferramenta acessivel
para avaliar danos nas sementes. A utilizacdo do teste permite a visualizagéo de danos
mecéanicos e até mesmo de danos provenientes da formacdo da semente (ARRUDA,
2012).

O teste criado na década de 50 por Simak e Gustafon, tem sido introduzido e
recomendado na analise de sementes pela ISTA, para auxiliar nos estudos morfoldgicos
e fisiologicos (MELO, 2009).

A otimizacdo do teste de raios X depende de varios parametros. O resultado
obtido nas imagens depende do tamanho, da espessura, densidade, composicéo,
disposicao e intensidade do comprimento de onda aplicado a semente sobre o filme
radiografico (BINO et al., 1993; ISTA, 1999). O principio da técnica consiste na
absorcdo dos raios pelos tecidos da semente. No instante em que os raios ultrapassam a
semente e atingem o filme, é gerada uma imagem em duas dimensfes. As partes mais
escuras, representam a area onde 0s raios penetraram com mais facilidade e as partes
mais claras, delimitam as regifes onde os tecidos sdo mais densos (SIMAK, 1991;
ARRUDA, 2012).

Por isso, a técnica de imagens de raios x tem sido potencialmente utilizada para
a interpretacdo de dados que correlacionem a qualidade morfoldgica das sementes com
os testes fisiologicos. Uma vez que, 0 uso dos raios ndo compromete a viabilidade da
semente. Por utilizar baixas intensidades de radiacdo, é uma técnica vantajosa para
avaliar a viabilidade das sementes (CARVALHO et al., 2010; LIMA et al., 2013;
COPELAND; McDONALD, 1985).
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CAPITULO |

ATIVIDADE DE o E B-AMILASE E ESTRESSE OXIDATIVO DE SEMENTES
DE Dipteryx alata VOG.

(Revista Ciéncia Agrondmica)

ACTIVITY OF o AND B-AMYLASE AND OXIDATIVE STRESS OF Dipteryx
alata VOG. SEEDS

RESUMO: O baru, espécie nativa do Cerrado, destaca-se pela aplicabilidade de suas
sementes como potencial alimenticio, nutricional e medicinal. As sementes do barueiro
sdo classificadas como ortodoxas. No entanto, existem poucos estudos sobre a qualidade
e 0 desempenho fisioldgico sobre as sementes em diferentes condi¢gfes. O objetivo deste
estudo foi avaliar a qualidade das sementes durante a germinacdo e mensurar 0os danos
ocorridos no envelhecimento acelerado. Para avaliar a atividade das enzimas o e -
amilase as sementes foram embebidas em papel germitest e mantidas em B.O.D por 196
horas. Em determinados intervalos, foram coletados material do endosperma e do
embrido das sementes para obtencdo dos extratos enzimaticos e cortes histoquimicos.
As sementes submetidas ao envelhecimento acelerado foram mantidas em B.O.D a 41
°C, por 96 horas. Nos intervalos de 0, 48, 72 e 96 horas foram coletadas amostradas para
0 preparo dos extratos enzimaticos da catalase, superdxido dismutase e peroxidase.
Além disso, foram realizados os testes de respiracdo, condutividade elétrica e

germinacdo. Os resultados indicam que, a sintese das enzimas amilases foram ativadas a
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partir da 48* hora de embebicdo, culminando na degradacdo do amido.
Concomitantemente a degradacdo do amido no barueiro, lipidios e proteinas foram
consumidos ao longo do processo de germinacdo. Em adicdo, o envelhecimento
acelerado promoveu aumento na respiracdo e reducdo na atividade das enzimas
superdxido dismutase e catalase. Enquanto a peroxidase, foi ativada por essa condicao.
Durante o estresse, foi observado o comprometimento das estruturas celulares,
reduzindo o vigor das sementes. Assim, em conjunto, as alteracdes fisioldgicas e
bioquimicas ocorridas em funcdo do envelhecimento acelerado interferiram de forma

negativa na germinacdo das sementes de baru.

PALAVRAS-CHAVE: curva de embebicdo, vigor, histoquimica e envelhecimento
acelerado

ABSTRACT: The Dipteryx alata Vog. (baru), native species from Cerrado (Brazilian
Savannah), stands out due to the applicability of its seeds as food, nutritional, and
medicinal potential. Baru seeds are classified as orthodox. However, there are few
studies on their quality and physiological performance under different conditions. This
study aimed to evaluate the seed quality during germination and to measure the
damages caused by accelerated aging. To evaluate the activity of the o and B-amylase
enzymes, the seeds were embedded in germitest paper and maintained in Biochemical
Oxygen Demand (B.O.D) for 196 hours. At certain intervals, material from the
endosperm and the seed embryo was collected to obtain the enzymatic extracts and
histochemical cuts. The seeds submitted to accelerated aging were maintained in B.O.D
at 41 °C for 96 hours. At the intervals of 0, 48, 72, and 96 hours, samples were collected
for preparing the enzyme extracts of catalase, superoxide dismutase, and peroxidase. In
addition, respiration, electrical conductivity, and germination tests were performed.
Results indicate that the amylases enzymes synthesis was activated when reaching 48-
hours soaking, culminating in the starch degradation. Simultaneously with the starch
degradation in the baru plant, lipids and proteins were consumed during germination
process. In addition, accelerated aging caused increased respiration and reduced activity
to the superoxide dismutase and catalase enzyme, while peroxidase was activated by

this condition. During stress, the cellular structures were compromised, reducing the
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seeds’ vigor. Thus, together, the occurred physiological and biochemical changes as a

function of accelerated aging affected baru seeds germination negatively.

KEYWORDS: Soaking curve. Vigor. Histochemistry. Accelerated aging.

INTRODUCAO

O cerrado brasileiro é uma das maiores savanas tropicais do mundo abrigando
um extenso inventario floristico. No entanto, estima-se que esteja havendo uma
crescente demanda por area de pastagem e lavoura (BRANNSTRON et al., 2008). O
que culmina na reducdo de espécies nativas, que compde a biodiversidade e a paisagem
original do ambiente (KLINK; MACHADO, 2005; CARVALHO et al., 2009).

Uma das espécies relevantes do cerrado é o Dipteryx alata Vog. (baru). Que
pertencente a familia Fabaceae. As arvores atingem aproximadamente 15 m de altura
estando amplamente distribuidas na extensdo deste dominio, principalmente em regides
strictu sensu (SOARES, 2008; VIEIRA et al., 2010). Com grande potencial econémico,
alimenticio, madeireiro e oleico. Além, da possibilidade de emprego na recuperacdo de
areas degradadas (OLIVEIRA et al., 2006). Além disso, nos ultimos anos, os estudos
voltados para uso medicinal também tém sido explorados, pois o éleo das sementes tem
propriedades antirreumaticas (MACIEL; TAVARES, 2010).

Pesquisas voltadas para o conhecimento de espécies florestais, bem como
estudos relacionados ao comportamento da qualidade de sementes tém sido
intensificados (ATAIDE et al., 2012). Contudo, esses estudos ainda sdo incipientes,
dificultando a adequacdo de metodologias para os testes fisiologicos (ALVES, 2012).

As sementes de baru tém carater ortodoxo, visto que no momento da dispersdo
dos frutos elas atingem teores de agua proximo a 6%. Sementes ortodoxas atingem a
maturidade fisioldgica no periodo de dessecacdo quando ja acumularam o maximo de
biomassa. Este acumulo de solutos antecede 0 processo de germinagdo, em contra
partida, ocorre ativagdo de mecanismos protetores aos sistemas antioxidantes das
membranas, intensificando-se a partir da reidratacdo dos tecidos (BEWLEY; BLACK,
1994; ANGELOVICI et al., 2010; ALBUQUERQUE, 2009; DANTAS et al., 2008).

A embebicdo das sementes € caracterizada por trés fases. Na primeira fase
ocorre rapido aumento de agua nos tecidos, sintese e degradacdo de enzimas e aumento

da atividade respiratéria. Na fase subsequente, o teor de agua se estabiliza e teminicio o
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metabolismo pré-germinativo, principalmente pelo consumo de reservas que foram
mobilizadas em funcdo do crescimento do embrifo. E nesta fase ocorre a sintese de
“novo” da enzima o-amilase responsdvel pela degradacdo do amido contido no
endosperma. Por ultimo, na terceira fase nota-se intenso acimulo de reservas na regiao
do eixo embrionario promovendo aumento da turgescéncia celular e consequentemente
ruptura da radicula (BEWLEY; BLACK, 1994; GUIMARAES et al., 2008).

Devido as alteracBes nas estruturas morfo-anatbmicas e na mobilizacdo de
reservas durante o metabolismo o uso de técnicas histoquimicas tém sido uma
importante ferramenta para compreender parte da dindmica da germinacdo (BEWLEY,
1997; GALLAO et al., 2006; BEWLEY et al., 2013). Contudo, adicionalmente a
germinacdo objetivou-se avaliar o desempenho fisioldgico das sementes de baru e a
atuacdo de algumas enzimas do sistema antioxidativo durante envelhecimento

acelerado.

MATERIAL E METODOS

Coleta dos frutos: os frutos de Dipteryx alata foram coletados na Fazenda Bem
Posta, localizada no Municipio de Portelandia GO a 17° 15° S — 52° 40’ N e altitude de
549 m. Os frutos foram obtidos no més de agosto de 2015, sendo coletados frutos
maduros e inteiros dispersos pelo chdo. Apos a coleta, foram levados para o Laboratério
de Sementes do Instituto Federal Goiano, municipio de Rio Verde. Onde, ocorreu o
beneficiamento e instalacdo dos experimentos. A fim de avaliar as condicOes
fisiologicas das sementes de Dipteryx alata foram realizados dois ensaios e
posteriormente a realizacéo dos testes de vigor.

Ensaio 1. Curva de embebigdo: o ensaio da curva de embebicdo das sementes
foi feito com a finalidade de verificar a atividade das enzimas o e B amilase. Para
instalacdo do ensaio, as sementes de baru foram distribuidas em quatro repeti¢fes de 15
sementes, em papel “germitest” (umedecido 2,5 vezes o peso seco). As sementes foram
mantidas em B.O.D a 30 °C por oito dias, momento que se detectou a protusdo
radicular. Durante este periodo, as pesagens das sementes foram feitas com balanca de
precisdo 0,001g. De acordo com os intervalos de pesagem, determinaram-se pontos
especificos da curva e coletou-se material para as analises enzimatica e histoquimica.

Durante as primeiras seis horas as sementes foram pesadas em intervalos 30

minutos, de seis até 12 horas foram pesadas em intervalos de uma hora. No periodo de
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24 a 48 horas foram pesadas a cada trés horas e nos demais intervalos, até o final de 196
horas, foram pesadas de 6 em 6 horas. As sementes utilizadas para o preparo dos
extratos enzimaticos e 0s corte histoquimicos foram retiradas concomitantemente aos
intervalos de pesagem. Porém, estas sementes foram reservadas em rolinhos de papel
germitest a parte, correspondendo a: 0, 6, 12, 24, 36, 48, 96, 144 e 196 horas. Para

calcular o ganho de peso das sementes foi utilizada a seguinte formula:

em =" =Moo
- "

Em que, Mf: massa final (ganho de massa a cada periodo de embebicdo); Mi: massa
inicial das sementes antes da embebicéo.

Preparo dos extratos: As mensuragdes enzimaticas foram feitas em embriGes isolados
armazenados individualmente em papel aluminio e mantidos em nitrogénio (N,) liquido
durante as coletas e, em seguida, armazenados em ultrafreezer a -80 °C para posterior
analise.

Extracdo de enzimas: quatro repeticdes de 400 mg da mistura de endospermas e eixo
embrionario das sementes, de cada tratamento, foram utilizadas para a preparacdo do
extrato enzimatico. Os endospermas/eixos embrionarios foram macerados com N,
liguido em almofariz até obtencdo de um po fino. O p6 obtido foi homogeneizado em 2
mL de tampdo fosfato de potassio 50 mM (pH 6,8) contendo é&cido
etilenodiaminotetracético 0,1 mM, fluoreto de fenilmetilsulfénico (PMSF) 1 mM e
polivinilpirrolidona (PVP) 2% (m/v). O homogeneizado foi centrifugado a 12000 x g,
por 15 min, a 4 °C e o sobrenadante usado como extrato para as determinagoes
enzimaticas.

Atividade das enzimas a e B-amilase: Para determinagdo da atividade da enzima a-
amilase, aliquotas de 1,0 mL do sobrenadante foram adicionadas a 0,6 mL de um
meio de reacdo contendo CaCl, 3 mM para inativacao da - amilase, sendo a reagdo
incubada a 70 °C por 5 minutos. Em seguida, foram adicionadas a 1,0 mL de solugio
tampao citrato 100 mM, pH 5,0 e 500 pL de solu¢do de amido a 1 %, a temperatura
de 30 °C. Apds 5 minutos, a reagdo foi interrompida pela adi¢do de 2,0 ml do
reagente acido 3,5-dinitrosalicilico 1% (DNS) e aquecida em banho-maria fervente
por 10 minutos (TARRAGO; NICOLAS, 1976; BERNFELD, 1955;
KISHOREKUMAR et al., 2007). A determinacdo da atividade da enzima [-amilase
foi iniciada pela adi¢do de 1,0 mL de extrato enzimatico a um meio de reagdo

contendo 0,6 mL de EDTA 0,1 M, 1,0 mL de tampao citrato 100 mM, pH 3,4 ¢ 0,5



mL da solu¢do de amido 1%. A reagdo foi incubada a 30 °C durante 5 minutos. Em
seguida foram adicinados 2,0 mL de acido 3,5-dinitrossalicilico 1% (DNS) com
posterior aquecimento em agua fervente por 10 minutos para desenvolvimento da
colora¢do. Apos completar o volume da reagdo, tanto da a-amilase quanto da -
amilase para 10,0 mL, os agucares redutores formados pela acdo das amilases foram
quantificados pela leitura da absorbancia em 540 nm, utilizando solugdo padrao de
glicose 2 mg/mL (TARRAGO; NICOLAS, 1976; BERNFELD, 1955;
KISHOREKUMAR et al., 2007).

Caracterizacdo histoquimica dos tecidos de reserva (embrido e endosperma):
Durante a embebicdo das sementes, no tempo de (0, 6, 12, 24, 36, 48, 96, 144 e 196
horas) foram retiradas amostras da regido do embrido e endosperma e posteriormente
o material foi fixado em solucdo de Karnovsky (1965) por 24 horas. Apos este
periodo, o material vegetal foi desidratado em série etilica crescente, pré-infiltradas e
infiltradas em historesina (Historesin Leica), conforme recomendac@es do fabricante.
As amostras foram seccionadas transversalmente a 7 pum de espessura, em
micrétomo rotativo (Modelo 1508R, Logen scientific, China). Para identificacdo
histoquimica os cortes foram submetidos a coloragdo com os seguintes reagentes:
Sudan 1l para deteccdo de compostos lipidicos, Xilidine ponceau (XP) para
proteinas totais (O’BRIEN; MCCULLY, 1981), e PAS para carboidratos totais (Mc
MANUS, 1948). Foram feitas observacdes e as imagens fotografadas em
microscopio Olympus (BX61, Tokyo, Japao) acoplado com camera DP-72 utilizando
a opgéo de campo claro.

Ensaio 2. Envelhecimento acelerado: O teste de envelhecimento acelerado
com quatro repeticdes de 60 sementes. As sementes de baru foram dispostas em
caixas do tipo gerbox contendo 40 mL de agua destilada, organizadas sobre tela de
aco inox, coberta com duas folhas de papel mata borrdo umedecida 2,5 vezes a massa
seca do papel. O ensaio foi mantido em B.O.D regulada a 41 °C por 48, 72 e 96
horas. As sementes ndo submetidas a nenhum tratamento foram consideradas
controle. Apds cada periodo, foram feitas avaliagdes do teor de &gua (TA), taxa
respiratoria (TR), condutividade elétrica (CE), germinacdo (GERM) e avaliacdes
bioquimicas das enzimas catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD) e peroxidase
(POX).
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Teor de agua: O teor de &gua das sementes foi quantificado pelo método de estufa a
105 °C por 24 horas (BRASIL, 2009 adaptado). Foram utilizadas quatro repeticbes de
cinco sementes pesadas em balanga de precisdo (0,001g).
Taxa respiratoria: O teste para quantificar a atividade respiratoria das sementes foi
determinado pelo método de titulacdo segundo metodologia (adaptada) de Crispim et al.
(1994). Que quatro repeticdes de 15 sementes foram organizadas em caixas do tipo
“gerbox” contendo 40 mL de KOH 0,1 mol L sobre tela de aco inox com duas folhas
de papel mata borrdo umedecida 2,5 vezes a massa seca do papel. As caixas “gerbox”
foram vedadas com papel filme e mantidas em B.O.D regulada a 30 °C por 24 horas.
Para cada amostra do teste foi feita uma prova em branco, em que o “gerbox” continha
40 mL de KOH 0,1 mol L sem as sementes. Posteriormente, foram retirados 25 mL da
solugdo de KOH do interior dos “gerbox” e foram adicionadas trés gotas de
fenolfitaleina para a titulagdo na presenca de HCI 0,1 mol L™ . No momento em que
ocorreu o ponto de viragem foi registrado o volume consumido de HCI gasto para
neutralizar a solugdo. O calculo final da taxa respiratoria foi segundo a seguinte
equacéo:
B-L)xC

MS

Em que, TR é a taxa respiratoria; B é a leitura da prova em branco; L é a leitura da

IR =

titulacdo utilizando HCI; C é a constante denominada fator de corre¢do com valor de
3,52 e MS € a massa seca das sementes submetidas as avaliagdes. Os resultados foram
expressos em mg de CO, por grama de semente seca.

Condutividade elétrica: para avaliar a condutividade elétrica das sementes de baru
adaptou-se a metodologia proposta por Vieira e Krizyzanovisk (1999). Foram utilizadas
quatro repeticdes contendo cinco sementes imersas em 75 mL de &gua destilada por 24
horas em B.O.D regulada a 30 °C. Ap0s este periodo, a leitura da solu¢do de embebicao
foi feita em condutivimetro digital de bancada da marca Technal, modelo TEC-4MP, e
os resultados expressos em uS.cm™.g™.

Germinagdo: As sementes de baru foram organizadas em quatro repeticbes de 20
sementes em papel “germitest” umedecida 2,5 vezes a massa seca do papel mantidas em
B.O.D regulada a 30 °C. A avaliacdo da germinacdo de sementes ocorreu durante10
dias, periodo em que todas as sementes havia formado radicula igual ou superior a 0,5

cm. Os valores de sementes germinadas foram expressos em porcentagem e
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concomitantemente ao teste de germinacdo foi calculado o indice de velocidade de
germinacdo (IVG) segundo metodologia proposta por Maguire (1962).

Preparo dos extratos: Das sementes reservadas em cada tempo do envelhecimento
acelerado foram extraidos embrides inteiros correspondendo a 0,1g de material vegetal
(aproximadamente cinco embrides). As mensuracdes enzimaticas foram feitas em
embrides isolados armazenados individualmente em papel aluminio mantidos em
nitrogénio (N,) liquido durante as coletas e, em seguida, armazenados em ultrafreezer a
-80 °C para posterior analise. A concentracdo de proteinas em cada amostra foi
determinada pelo método de Bradford (1976).

Extracdo de enzimas: Foram utilizadas quatro repeticdes de 100 mg de embrides de
cada tratamento para a preparacao do extrato enzimatico. Os embrides foram macerados
com N, liquido em almofariz até obtencdo de um po6 fino. O p6 obtido foi
homogeneizado em 2 mL de tampdo fosfato de potassio 50 mM (pH 6,8) contendo
acido etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,1 mM, fluoreto de fenilmetilsulfénico
(PMSF) 1 mM e polivinilpirrolidona (PVPP) 2% (m/v). O homogeneizado foi
centrifugado a 12000 xg, por 15 min, a 4 °C e o sobrenadante usado como extrato para
as determinagdes enziméaticas.

A atividade da SOD foi determinada pela adicdo de 60 pL do extrato de embrido em
1,94 mL de mistura de reagdo constituida de tamp&o fosfato de sddio 50 mM (pH 7,8),
metionina 13 mM, azul de p-nitro-tetrazolio (NBT) 75 uM, EDTA 0,1 mM e riboflavina
2 uM (Del Longo et al., 1993). A reacao ocorreu a 25 °C sob iluminagdao de lampadas
de 15 W. Apos 10 min de exposicdo a luz, a iluminacdo foi interrompida e a formazana
azul, produzida pela fotoreducdo do NBT, foi medida em espectrofotdmetro (Evolution
60, Thermo Fisher Scientific Inc.,, Massachusetts - EUA), a 560 nm
(GIANNOPOLITIS; RIES, 1977). As amostras controle tiveram suas absorbancias
medidas a 560 nm utilizando mistura de reagdo mantida no escuro por 10 min. Os
valores obtidos foram subtraidos das leituras das amostras das repeticdes dos
tratamentos que receberam iluminacdo. Uma unidade da SOD foi definida como a
quantidade de enzima necessaria para inibir em 50% a fotoredugdo do NBT
(BEAUCHAMP; FRIDOVICH, 1971).

A atividade da CAT foi determinada pelo método de Cakmak e Marschner (1992). A
mistura de reacdo foi constituida de tampdo fosfato de potassio 50 mM (pH 6,8) e de
H,0, 20 mM em um volume de 2 mL. A reacdo foi iniciada pela adi¢do de 50 pL do

extrato de embrido e a atividade foi determinada pelo consumo de H,O, a 240 nm,
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durante 1 min, a 25 °C. O coeficiente de extincdo molar de 36 M™ cm™ (Anderson et
al., 1995) foi usado para determinar a atividade das CAT, a qual foi expressa em mmol
min® mg* de proteina.

A atividade da POX foi determinada pela oxidagdo do pirogalol, de acordo com a
metodologia proposta por Kar e Mishra (1976). A mistura de reacdo foi constituida de
tampdo fosfato de potassio 25 mM (pH 6,8), pirogalol 20 mM e H,0, 20 mM em um
volume de 2 mL. A reacgéo foi iniciada pela adicdo de 15 pL do extrato de embrido e a
atividade foi determinada pelo consumo de H,O, a 420 nm, durante 1 min, a 25 °C. O
coeficiente de extincdo molar de 2,47 mM™ cm® (CHANCE; MAEHLEY, 1955) foi
usado para calcular a atividade da POX, a qual foi expressa em pmol de purpurogalina

produzida min™ mg* de proteina.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Curva de embebicdo: De acordo com o grafico ilustrado pela curva de absorcéo
de agua das sementes de Dipteryx alata, foi observado que a hidratacdo dos tecidos
ocorreu lentamente (Figura 1). Ao contrario do que acontece com a maioria das espéecies
cultivadas, que o teor de &gua se eleva nas primeiras horas de embebigdo. A primeira
fase da curva de embebicdo provavelmente tenha ocorrido até as 60 horas, quando o
peso das sementes aumentou consideravelmente. J& a fase Il se prolongou de 60 até o
final de 144 horas. A partir deste ponto houve protusdo radicular em mais de 50% das
sementes. O momento exato que ocorreu 0 fim da terceira fase ndo foi preciso pois o
ganho de peso das sementes foi continuo mas, no fim de 196 horas todas as sementes ja
apresentavam emissdo de radicula quando o ensaio foi interrompido.

Estes resultados, juntamente obtidos com a atividade das enzimas a e 3-amilase
confirmam que o metabolismo das sementes de Dipteryx alata foi intensificado a partir
de 48 horas de embebicdo. Segundo Marcos Filho (2005), as fases | e Il séo
responsaveis pelo maior fornecimento de energia para as células, permitindo a intensa
mobilizagédo de reservas contidas no endosperma para a regido do embrido. Para que ele
tenha nutriente suficiente para a formacgdo da radicula. Neste sentido, 0 mesmo intervalo
para a protusdo da radicula foi observado em sementes de Schimopsis brasiliensis Engl.,
por Dantas et al. (2008), que em 144 horas completou a terceira fase de absorgdo de
agua pelas sementes.
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Figural: Ganho de massa (g) nas sementes de Dipteryx alata Vog., durante absor¢&o de agua por até 196
horas de embebig&o.

Atividade das enzimas a e B-amilase durante a embebicdo: Existem muitas
evidéncias de que as amilases sdo liberadas para o endosperma pelas células epiteliais
do escutelo durante o processo de germinacdo (DURE, 1960). Nesse estudo, a detec¢do
dessas enzimas no barueiro traz os primeiros resultados de que S& necessarios,
aproximadamente, 48 horas de embebicdo de adgua para que a o-amilase e a f-amilase
sejam ativadas e liberadas para o endosperma. Em adicdo, a emissdo radicular do
barueiro esta diretamente relacionada com a ativacdo das amilases. Esses resultados, em
conjunto, evidenciam que a atividade das amilases necessita de uma sintese de novo,
provavelmente ativada por giberelina, pois nas primeiras horas de embebicdo as
atividades da B-amilase e a-amilase permaneceram, de modo geral, constantes (Figura
2).

A atividade das enzimas a-amilase e B-amilase foram acentuadas a partir da 482
hora apos o inicio do processo de embebicdo, sendo que a maior atividade se deu entre
144 e 196 horas a partir da protusdo radicular. Sabe-se que a a-amilase participa do
processo de mobilizagdo de reservas via hidrolise das ligagdes a-1,4 internas de glicanos
lineares e/ou ramificados da amilopectina da molécula do amido (SMITH et al., 2005).
Apobs a atuacdo desta enzima, a B-amilase hidrolisa as ligagdes 1,4-a-D-glicosideos a
partir de extremidade ndo redutora da maltose do amido (VALERIO et al., 2011). Em
estudo com sementes de sucupira preta, foi observado maior periodo de absor¢édo para a

nova sintese da enzima o-amilase. Segundo os autores, apos 72 horas a atividade foi
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intensificada e se manteve constante até 126 horas, reduzindo a partir desse ponto até o
final da germinacdo (ALBUQUERQUE et al., 2009).
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Figura 2: A) Atividade da enzima a-amilase e B) B-amilase. Em sementes de Dipteryx alata Vog.
submetidas a 196 horas de absorgéao de agua.

Caracterizacdo histoquimica do endosperma e embrido das sementes
durante a embebicéo: A partir das analises histoquimicas realizadas com as sementes
de Dipteryx alata foi possivel detectar a presenca de proteinas totais, lipidios e
carboidratos (Figura 3). Desta forma, esses compostos foram separados conforme sua
intensidade nas células: alta intensidade (Figura 3 A, D e G), média (Figura 3 B, E e H)
e baixa intensidade (Figura C, F e I) e posteriormente expostos na tabela de grupos
metabdlicos (Tabela 1). A identificacdo e intensidade dos compostos foram
representados nos intervalos de 0 a 196 horas da curva de embebicgéo (Tabela 1). Nestes
intervalos, as sementes do controle, apontaram tais compostos, tanto no embrido quanto
no endosperma. Em sementes de Caesalpinia peltophoroides, foram identificados
inimeros corpos lipidicos e proteicos na regido dos cotilédones (CORTE et al., 2009).

Esses compostos sdo reservas importantes consumidas nos estagios iniciais da
germinacdo (BEWLEY; BLACK, 1983). Nesse sentido, a intensidade de lipideos e
carboidratos ndo degradados nas células tende a reduzir o vigor natural das sementes ao
longo do armazenamento, acarretando efeitos no processo de germinacdo
(COPELAND; McDONALD, 2001; PEREIRA et al., 2013).

Durante os periodos de embebicdo notou-se pequena variacdo na organizacao
estrutural dos compostos no interior das células das sementes de Dipteryx alata.
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Entretanto, no final de 196 horas em todos os cortes verificou-se menor concentragdo
dos corpos proteicos, lipidicos e de carboidratos (Tabela 1).

Aparentemente, os carboidratos e lipideos foram as reservas mais consumidas na
terceira fase do periodo de embebicdo, culminando com a protusdo radicular. As
observacfes histoquimicas feitas por Corte et al. (2008), nas sementes de Caesalpinia
peltophoroides durante a germinacdo demonstram que a quantidade de lipidios nos
cotilédones é superior aos demais compostos e que a fragmentacdo deste, ocorreu de
forma gradativa até o final da germinacéo, enquanto que as proteinas se alteraram mais
rapidamente entre os 10 e 20 dias ap6s a semeadura. Em estudo, Bau et al. (1997),
relataram rapido decréscimo no conteldo lipidico de sementes de Glycine max,
enquanto o nivel de proteinas aumentava gradativamente durante o processo de

germinacao.

Figura3: Analise histoquimicadas sementes de Dipteryx alata Vog. (A, B e C) Coloragdo com sudan I,
para identificacdo de compostos lipidicos. (D, E e F). Coloragdo com xilidine ponceau (XP), para
identificagdo de carboidratos totais. (G, H e I) Coloragdo com PAS para identificagdo de carboidratos
totais. Alta intensidade dos compostos (A, D e G), média intensidade (B, E e H) e baixa intensidade (C, F
e ). Barras de 100 pum
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Tabela 1: Histoquimica do embrido e endosperma de sementes de (Dipteryx alata Vog.)

Tratamentos Teste Grupo de Metabdlitos
(Horas) Sudan IV Xilidine Ponceau PAS
Embrido Reserva Embrido Reserva Embrido  Reserva

0 + ++ ++ +++ + ++
6 +4++ ++ ++ + 4+ +++
12 + ++ ++ +++ ++ ++
24 + + ++ + ++ ++
36 + + + + + +++
48 ++ + + +++ + +++
96 ++ + + ++ ++ ++
144 +++ ++ +++ ++ +4++ +
196 + + + + + +

* (+) indica resultado positivo sendo (+) baixa intensidade, (++) média intensidade, (+++) alta intensidade.

Envelhecimento Acelerado: Ao longo do periodo de estresse oxidativo que as
sementes de baru foram submetidas observou-se pequeno aumento na atividade
respiratoria. Esse aumento, embora tenha sido observado néo foi significativo e por isso,
ndo foi possivel ajustar um modelo estatistico (Figura 4 A). No entanto, o
envelhecimento acelerado promove aumento na respiracdo e desencadeia incremento
das EROs, formadas a partir do aumento de oxigénio molecular.
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Figura 4: A) Taxa respiratdria e B) teor de 4gua. Em sementes de Dipteryx alata Vog. submetidas ao
teste de envelhecimento acelerado por 0, 48, 72 e 96 horas.

De acordo com Crispim (1994), o CO, liberado na respiracao e capturado pela
solucdo de KOH é uma variavel importante, que permite avaliar o nivel de deterioracéo
e logo, a qualidade do lote de sementes. Provavelmente, a atividade respiratoria das

sementes de Dipteryx alata ndo foi intensificada em virtude do tempo de exposicao ao
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envelhecimento acelerado. Desta forma, ndo houve alteracdes significativas nas enzimas
que controlam a respiracgdo celular no interior dos mitocondrios. De acordo com Spinola
et al. (2000), poucas horas de envelhecimento acelerado em sementes de soja ndo
afetam a malato desidrogenase (MDH) uma das principais enzimas que regulam o ciclo
de Krebes. Em contrapartida, estudos realizados por Dode et al. (2013), foi verificado
que o envelhecimento acelerado promoveu aumento na respiracdo das sementes de soja
e consequentemente a deterioragdo das mesmas. Os autores relataram que o grau de
deterioracdo estad diretamente relacionado a desestruturacdo das membranas celulares,
promovendo a perda gradativa da seletividade e aumento da condutividade elétrica,

devido a lixiviagdo de ions.
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Figura 5: Condutividade elétrica em sementes de Dipteryx alata Vog. submetidas ao teste de
envelhecimento acelerado por 0, 48, 72 e 96 horas.

Durante os quatro tempos do ensaio, observou-se aumento linear nos valores da
condutividade elétrica, indicando possiveis danos ocorridos pela condicdo do estresse
(Figura 5). Por isso, quanto maior os valores referentes a condutividade maior serdo os
danos de deterioracdo das membranas desencadeando a peroxidacdo dos lipidios e
comprometendo o vigor (KRUSE et al.; 2006; ATAIDE et al., 2012; SCHWEMBER;
BRADFORD, 2010.) O comportamento das sementes de Dipteryx alata permitiu
realizar a correlacdo (r = 0,93) entre a respiracao e a condutividade elétrica. O aumento
das duas varidveis é diretamente proporcional ao teor de agua e temperatura aumentada

ao longo das 96 horas.
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O envelhecimento acelerado pode, em diferente magnitude, tanto inativar
enzimas quanto comprometer sua sintese. Neste estudo, a concentracdo de proteinas nas
sementes de barueiro reduziu gradativamente até as 72 horas (Figura 6 A). A redugéo
nos niveis proteicos se deve, possivelmente, a degradacdo por proteases, conforme

reportado por Basavarajappa et al. (1991) em sementes de milho.
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Figura6: A) Concentragdo de proteinatotal e B) atividade da superéxido dismutase (SOD). Em sementes
de Dipteryx alata Vog. submetidas ao teste de envelhecimento acelerado por 0, 48, 72 e 96 horas.

Bailly et al. (1996) relataram que o envelhecimento acelerado pode inativar
enzimas do sistema antioxidativo em diferente extensdo. Essa informacdo corrobora
com dados deste estudo, pois a atividade da enzima superoxido dismutase (SOD)
(Figuras 6 B) e da catalase (CAT) (Figura 7 A), reduziu a partir de 48 horas de
exposicdo a temperatura de 41 °C, condicao escolhida para induzir o evelhecimento das
sementes. Assim, a reducdo na atividade dessas enzimas se deve, possivelmente, a
degradacédo dessas ezimas e/ou a inativagdo das mesmas pela alteracdo da homeostase
celular, comprovada pelo aumento de extravamento de eletrdlitos.

A reducdo na atividade das enzimas foi observada em diversos estudos que
avaliaram o envelhecimento acelerado de sementes. Sung (1996), constatou ocorréncia
de peroxidacdo lipidica como indicativo da degradacdo de membranas celulares em
sementes de amendoim, acarretando reducdo da atividade tanto da CAT quanto da SOD.

E evidente que o envelhecimento acelerado culminou com reducdo de tais
enzimas nas sementes de Dipteryx alata. Corroborando estes resultados foi observado,

em sementes de Pterogynes nitens submetidas por até 72 horas de envelhecimento
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acelerado decréscimo na atividade da CAT de 0,040 para 0,010 UmL™ (ATAIDE et al.,

2012).
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Figura 7: A) atividade da catalase (CAT) e B) atividade da peroxidase (POX). Em sementes de Dipteryx
alata Vog. submetidas ao teste de envelhecimento acelerado por 0, 48, 72 e 96 horas.

As alteracBes na atividade das enzimas CAT e SOD, estdo relacionadas de
maneira geral a fatores que desestabilizam a semipermeabilidade das membranas. Em
estudos com sementes de Melanoxylon brauna Schott armazenadas em condicbes de
alta umidade relativa, houve reducdo da atividade enzimatica de ambas. Porém, 0s
autores ressaltaram que a perda da qualidade das sementes nem sempre estara associada
a peroxidacao dos lipidios, uma vez que, a sintese desses compostos pode ndo ocorrer
(BORGES et al., 2015)

A atividade da enzima peroxidase (POX) (Figura 7 B), nas sementes de Dipteryx
alata aumentou ao logo do processo de envelhecimento. Resultado contrario foi
reportado por Chandel et al. (2016) em sementes de soja. Esses resultados demonstram
que a sensibilidade da POX a alta temperatura é espécie-especifica. Assim, em sementes
de barueiro a POX é ativada pelo envelhecimento, indicando a importancia dessa
enzima na defesa das sementes dessa espécie a essa condi¢ao estressante.

Embora a atividade enzimatica da CAT e SOD tenha sido aumentada ao longo
do envelhecimento acelerado, a germinagdo das sementes de Dipteryx alata ndo foi
drasticamente afetada. Porém, ndo foi possivel ajustar um modelo significativo para

expressar 0 comportamento das sementes relacionado a germinacdo, independente do
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tempo de envelhecimento acelerado avaliado a germinagcdo manteve-se acima de 95%
(Figura 8 A).
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Figura 8: A) Porcentagem de germinagdo e B) indice de welocidade de germinagdo. Em sementes de
Dipteryx alata Vog. submetidas ao teste de envelhecimento acelerado por 0, 48, 72 e 96 horas.

O indice de velocidade de germinacdo das sementes reduziu a medida que se
aumentou o tempo do envelhecimento acelerado. Na Figura 8 B nota-se o desempenho
do vigor das sementes de 2,6 para 1,8 até 96 horas. Estes resultados sugerem que o
vigor das sementes de baru ndo foi proeminentemente afetado. Diferentes periodos de

envelhecimento sdo necessarios para desencadear grandes mudangas bioquimicas nas
sementes.

CONCLUSOES

A sintese das enzimas amilases foi ativada a partir da 482 hora de embebicao,
culminando na degradacdo do amido. Concomitantemente a degradacdo do amido,
lipidios e proteinas sdo consumidos ao longo do processo de germinacdo das sementes
de baru.

As enzimas SOD e CAT foram sensiveis ao estresse imposto pelo
envelhecimento acelerado, enquanto a POX foi ativada por essa condicao estressante.

O envelhecimento acelerado acarretou em conjunto com as outras alteracGes

supracitadas no vigor das sementes de Dipteryx alata Vog.



31

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALBUQUERQUE, K.S.; GUIMARAES, R.M.; ALMEIDA, I.F.; CLEMENTE, A.C.S.
AlteracOes fisiologicas e bioquimicas durante a embebicdo de sementes de sucupira-
preta (Bowdichia virgiliodes Kunth). Revista Brasileira de Sementes, v.31, n.1, p.12-
19, 2009.

ALVES, M.V.P.; Armazenamento, viabilidade e emergéncia de sementes e didsporos de
Emmotuns nitens (Benth) Miers. Revista Verde, v.7, n.3, p.163-168, 2012.

ANGELOVICI, R; GALILI, G; FERNIE, A. R; FAIT, A. Seed desiccation: a bridge
between maturation and germination. Trends in Plant Science, v. 15 n. 4, p. 211-218,
2010.

ATAIDE, G.D.; FLORES, A.\V. BORGES, E.E.L. Alteracdes fisiologicas e
bioquimicas em sementes de Pterogyne nitens Tull. Durante o envelhecimento artificial.
Revista Agropecuaria Tropical, v. 42, n.1, p.71-76, 2012.

BAILY, C.; BENAMAR, A.; CORBINEAU, F.;, COME, D. Changes in
malondialdehyde content and in superoxide dismutase, catalase and glutathione
reductase activities in sunflower seeds as related to deterioration during accelerated
aging. Plant Physiology, v.97, p.104-110, 1996.

BASAVARAJAPPA, B.S.; SHETTY, H.S.; PRAKASH, H.S. Membrane deterioration
and other biochemical changes associated with accelerated ageing of maize seeds.
Seeds Science and Technology, v.19, p.279-286, 1991.

BAU, H.M; VILLAUME, C.; NICOLAS, J.P; MEJEAN, L. Effect of Germination on
chemical composition, biochemical constituents and antinutritional factors of soya bean
(Glycine max) seeds. J. Sci. Food Agric. 73, p. 1-9, 1997.

BEAUCHAMP, C.; FRIDOVICH, I. Superoxide dismutase: improved assays and an
assay applicable to acrylamide gels. Analyt. Biochem, v.44, p.276-287, 1971.

BERNFELD, P. Amylase a and . Methods in Enzymology, v.1, p.149-151, 1955.

BEWLEY, J.D; BLACK, M. Physiology and biochemistry of germination in relation to
germination. New York: Springer. V.1.306p.1983.

BEWLEY, J.D.; BLACK, M. Seeds: physiology of development and germination. 22 ed.
New York: Plenum Press. 445p, 1994,

BEWLEY, J. D. Seed Germination and Dormancy. The Plant Cell, v. 9, p. 1055-1066,
1997.

BEWLEY, J.D.; BRADFORD, K.J.; HILHORST, H.W.M.; NONOGAKI, H. Structure
and Composition. In: Seeds: Physiology of Development, Germination and
Dormancy. New York: Springer, p.1-25, 2013



32

BORGES, E. E. L; FLORES, AV.; ATAIDE, G.M.; MATOS, A.C.B.; Alteracdes
fisiologicas e atividade enzimitica em sementes armazenadas de Melanoxylon brauna
Schott. Revista Cerne, v.21, n.1, p.75-81, 2015.

BRADFORD, M.N. 1976 A rapid and sensitive method for the quantitation of
microgram quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding.
Analyt. Biochem, v.72, p.248-254, 1976.

BRANNSTROM, C.; JEPSON, W.; FILIPPI, A.M.; REDO, D.; XU, Z; GANESSH, S.
Land change in the Brazilian savanna (Cerrado), 1986-2002: comparative analysis and
implications for land-use policy. Land Use Polyci, v.25, p.579-595, 2008.

BRASIL, Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Regras para analise de
sementes. Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Secretaria de Defesa
Agropecuaria. Brasilia, DF: Mapa/ACS, p.395, 2007

CAKMAK, 1.; MARSCHNER, H. Magnesium deficiency and high light intensity
enhance activities of superoxide dismutase, ascorbate peroxidase and glutathione
reductase in bean leaves. Plant Physiol, v.98, p.1222-1227, 1992.

CARVALHO, F.M.V.; JUNIOR, P.D.M.; FERREIRA, L.G.; The Cerrado into-pieces:
Habitat fragmentation as a function of landscape use in the savannas of central Brazil.
Biological Conservation, v.142, p.1392-1403, 2009.

CHANCE, B.; MAEHLEY, A.C. Assay of catalases and peroxidases. Methods
Enzymol, v.2, p.764-775, 1995.

CHANDEL, R.K.; GEETANJILY.; KHAN Z; RADHAMANI J. Changes in enzyme
activity during accelerated ageing in soybean (Glycine max (L.) Merrill). Legume
Genomics and Genetics, v.7, n.9, p.1-7, 2016.

COPELAND, L.O; McDONALD, M.B. Principles of seed science and technology. 4th
ed. Boston: Kluwer Academic Publishers, 430p.2001.

CORTE, V.B.; BORGES, E.E.; VENTRELLA, M.C.; LEITE, L.T.A.; BRAGA, AJ.T.
Histochemical aspects of reserves mobilization of Caesalpinia peltophoroides
(leguminosae) seeds during germination and seedlings early growth. Revista Arvore,
v.32, n.4, p.641-650, 2008.

CORTE, V.B.; VENTRELLA, M.C.; BORGES, E.E.; PONTES, C.A.; PINHO, D.
Histochemical and ultrastructural study OF Caesalpinia peltophoroides Benth.
(Leguminosae-Caesalpinoideae) seeds. Revista Arvore, v.33, n.5, p.873-883, 2009.

CRISPIM, J. E.; MARTINS, J. C.; PIRES, J. C.; ROSOLEM, C. A.; CAVARIANI, C.
Determinacdo da taxa de respiracdo em sementes de soja pelo método da titulacéao.
Pesquisa Agropecuéaria Brasileira, v.29, n.10, p. 1517-1521, 1994,

DANTAS, B. F.; SOARES, F. S. J.; LUCIO, A. A.; ARAGAO, C. A. AlteracOes
bioquimicas durante a embebicdo de sementes de bradna (Schinopsis brasiliensis Engl.),
Revista Brasileira de Sementes, v.30, n.2, p.214-219, 2008.



33

DEL, LONGO, O.T., GONZALEZ, C.A.; PASTORI, G.M.; TRIPPI, V.S.
Antioxidant defences under hyperoxygenic and hyperosmotic conditions in leaves of
two lines of maize with differential sensitivity to drought. Plant Cell Physiology, v.
34, p.1023-1028, 1993.

DODE, J.S.; MENEGHELLO, G.E.; TIMM, F.C.; MORAES, D.M.; PESKE, S.T.;
Teste de respiracdo em sementes de soja para avaliacdo da qualidade fisioldgica.
Ciéncia Rural, Santa Maria, v.43, n.2, p.193-198, 2013.

DURE, L. Site of origin and extent of activity of amylases in maize germination. Plant
Physiology, XX: 925-934, 1960.

GALLAO, M.I.; DAMASCENO, L.F.; DE BRITO, E. S. Avaliacdo quimica e estrutural
da semente de moringa. Revista Ciéncia Agrondmica, v.37, p.106-109, 2006.

GIANNOPOLITIS, C.N.; RIES, S.K. Superoxide dismutases I. Occurrence in higher
plants. Plant Physiology, v.59, p.309-314, 1977.

GUIMARAES, M. A.; DIAS, D. C. F. S.; LOUREIRO, M. E.; Hidratagdo de
sementes, Revista tropica — ciéncias agrarias e biologicas, v.2, n. 1, p.31-39, 2008.

KAR, M.; MISHRA, D. Catalase, peroxidase, and polyphenoloxidase activities
during rice leaf senescence. Plant Physiology, v.57, p.315-319, 1976.

KARNOVSKY, M. J. A. Formaldehyde-glutaraldehyde fixative of high osmolarity
for use in electron microscopy. J. Cell Biol, v.27, p.137-138, 1965.

KISHOREKUMAR, A.; JALEEL, C.A.; MANIVANNAN, P.; SANKAR, B.
SRIDHARAN, R.; PANNEERSELVAM, R. Comparative effects of different
triazole compaunds on growth, photosynthetic pigments and carbohydrate
metabolism of Solenostemon rotundifolius. Colloids and Surfaces, v.60, p.207-212,
2007.

KLINK C.A.; MACHADO, R.B. 2005. Conservation of the Brazilian Cerrado.
Conservation biology, v.19, n.3, p.707-713, 2005.

KRUSE, N. D. Estresse oxidativo em girassol (Helianthus annuus) indica sinergismo
para a mistura dos herbicidas metribuzin e clomazone. Planta Daninha, v. 24, n. 2, p.
379-390, 2006.

MACIEL, P. M. C.; TAVARES, M. I. B. Solid State and Proton Relaxation NMR Study
of Dipteryx alata Vogel. Journal. of Appl. Polyce. Science., v.116, p. 50-54, 2010.

MAGUIRE, J.D. Speed of germination: aid in selection and evaluation for seedling
emergence and vigor. Crop Science, v.2, n.2, p.176-177, 1962.

MARCOS FILHO, J. Dorméncia de sementes. In. MARCOS FILHO, J. Fisiologia de
sementes de plantas cultivadas. Piracicaba: FEALQ, p. 253-289, 2005.


http://pcp.oxfordjournals.org/search?author1=Olga+T.+Del+Longo&sortspec=date&submit=Submit
http://pcp.oxfordjournals.org/search?author1=Claudio+A.+Gonz%C3%A1lez&sortspec=date&submit=Submit
http://pcp.oxfordjournals.org/search?author1=Gabriela+M.+Pastori&sortspec=date&submit=Submit
http://pcp.oxfordjournals.org/search?author1=Victorio+S.+Trippi&sortspec=date&submit=Submit
http://jcb.rupress.org/content/by/year

34

MCMANUS, J. F. A. Histological and histochemical uses of periodic acid. Spot
Technology, v.23, n.108, 1948.

O’BRIEN, T. P. & McCULLY, M. E. The study of plant structure principles and
selected methods, Melbourne, Temarcarphi Pty, 1981.

OLIVEIRA, A. N.; SILVA, A. C.; ROSADO, S. C. S.; RODRIGUES, E. A. C.
VariacOes Geneticas Para Caracteristicas do Sistema Radicular de Mudas de Baru
(Dipteryx alata Vog.). Revista Arvore, Vigosa, v.30, n.6, p.905-909, 2006.

PEARSE, A. G. E. ‘Histochemistry: theoretical and applied. Vol.2” 3* ed. (The
Williams & Wilkins Company Baltimore). 1972.

PEREIRA, M..D.; DIAS, D. C. F. S.; BORGES, E. E. L.; MARTINS FILHO, S.; DIAS,
L. A. S.; SORIANO, P. E. Physiological quality of physic nut (Jatropha curcas L.)
seeds during storage. Journal of Seed Science, v.35, n.1, p.21-27, 2013.

SCHWEMBER, A.; BRADFORD, K. J. Quantitative trait loci associated with longevity
of lettuce seeds under conventional and controlled deterioration storage conditions.
Journal of Experimental Botany, Oxford, v.61, n.15, p.4423-4436, 2010.

SMITH, A. M. et al. Starch degradation. Annual Review of Plant Biology, v.56, n.1,
p.73-98, 2005.

SOARES, T. N.; CHAVES, L. J.; TELLES, M. P. C.; DINIZ FILHO, J. A. F;
RESENDE, L. V. Landscape conservation genetics of Dipteryx alata Vog. (“baru tree”:
Fabaceae) from. Cerrado region of central Brazil. Genética, p.9-19, 2008.

SPINOLA, M. C. M.; CICERO, S. M.; MELO, M. Alteracdes bioquimicas e
fisiologicas em sementes de milho causadas pelo envelhecimento acelerado. Scientia
Agricola, v.57, n.2, p.263-270, 2000.

SUNG, J. M.; JENG, T. L.; Lipid peroxidation and peroxide—scavenging enzymes
associated with accelerated aging of peanut seed. Plant Physiology, v.91, p.51-55,
1994,

TARRAGO, J.F.; NICOLAS, G. Starch degradation in the cotyledons of germinating
lentils. Plant Physiology, n.58, p.618-621, 1976.

VALERIO, C. et al. Thioredoxin-regulated B-amylase (BAM1) triggers diurnal starch
degradation in guard cells, and in mesophyll cells under osmotic stress. Journal of
Experimental Botany, v.62, n.2, p. 545-555, 2011.

VIEIRA, R. D.; KRZYZANOWSKI, F. C. Teste de condutividade elétrica. In:
Krzyzanowsky, F. C.; Vieira, R. D.; Franca-Neto, J. B. Vigor de sementes: conceitos e
testes. Londrina: ABRATES, p.4/1-4/26, 1999.

VIEIRA, R. F.; AGOSTINE-COSTA, T.S.; SILVA, D. B.; FERREIRA, F. R. Frutas
nativas da regido centro-oeste do Brasil. Embrapa, DF. 12 Ed., 2010.



CAPITULO Il

(Revista Ciéncia Agrondmica)

DEFINICAO DO TESTE DE TETRAZOLIO PARA O VIGOR DE
SEMENTES Dipteryx alata VOG. (BARU) E AVALIACAO DA QUALIDADE
FISIOLOGIA NO ARMAZENAMNETO UTILIZANDO ANALISE DE
IMAGENS

THE TETRAZOLYT TEST DEFINITION FOR VIGOR OF Dipteryx alata
VOG. (BARU) SEEDS AND EVALUATION OF PHYSIOLOGICAL QUALITY
IN THEIR STORAGE USING IMAGES ANALYSIS

RESUMO: Atualmente, os testes que avaliam a qualidade fisiologica de sementes
florestais ndo séo totalmente definidos. Sdo poucas metodologias descritas em relacao a
estas especies. Os testes utilizados em sua maioria sdo adaptados de metodologias para
sementes de grandes culturas. Em busca do melhor entendimento sobre o
comportamento das sementes de baru, espécie nativa do Cerrado, procurou-se no
primeiro ensaio deste estudo adequar o teste de tetrazolio visando a avaliar as condi¢fes
bioquimicas das sementes e estabelecer diferentes classes de vigor. Neste estudo dois
lotes de sementes coletados nos anos de 2014 e 2015 respectivamente, trés
concentracdes da solucdo de sal de tetrazdlio e dois tempos de pré-embebicdo das
sementes. Das concentracGes utilizadas no teste observou-se que 0,10% e 36 horas de

pré-embebicdo sdo necessarias para melhores resultados nas sementes de baru.
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Foi avaliado no segundo ensaio deste trabalho o armazenamento das sementes durante
12 meses nas temperaturas de 10 e 20 °C. A cada trés meses uma amostra do lote inicial
foi retirada para as avaliacOes fisiologicas e analise de imagem obtidas por raios x.

Os resultados foram significativos apenas para o tempo de armazenamento, ndo tendo as
temperaturas influenciado na qualidade das sementes. Ao longo dos 12 meses de
avaliacdo, foi observada na reducdo na germinacdo e emergéncia de plantulas. Os
demais teste fisiologicos avaliados também monstraram redugdo significativa na
qualidade das sementes, sem comprometer seu vigor. O teste de raio x ndo apontou
nenhuma alteracdo nas sementes em virtude do armazenamento nem tampouco

deformidades na estrutura morfoldgica.

Palavras-chave: concentragdes, pré-embebicéo, classes de vigor, raios X, plantulas

ABSTRACT: Currently, tests evaluating physiological quality of forest seeds are not
fully defined. There are few published methodologies in relation to these species.
However, the used tests are the mostly ones adapted from methodologies for seeds from
large crops. In searching for the best understanding about the baru plant seeds' behavior,
native species from Cerrado (Brazilian savannah), the first test of this study was
designed to adjust the tetrazolium test for evaluating their biochemical conditions and
establish different vigor classes. Two seed lots collected in 2014 and 2015, respectively,
three concentrations of the tetrazolium salts solution, and two times of seed pre-soaking
were used in this study. Among the concentrations used in the test, it was observed that
0.10% and 36-hours pre-soaking are necessary for better results for baru seeds. Every
three months, a sample of the initial lot was taken for the physiological evaluations and
analysis was made of image obtained by X-ray. Results were significant only for the
storage time; temperatures did not affect seeds’ quality. During evaluation for 12
months, a small reduction in germination and seedlings’ emergence was observed; the
other physiological tests also showed a significant reduction in seeds’ quality, but did
not compromise their vigor. The X-ray test did not indicate any changes in the seeds

due to storage, nor any deformities in their morphological structure.

KEYWORDS: Concentrations. Pre-soaking. Vigor classes. X-rays. Seedlings.
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INTRODUCAO

Os fatores que determinam a qualidade e o vigor das sementes sdo definidos por
diferentes condi¢des que elas sdo expostas. Para garantir a viabilidade das sementes é
necessario maximizar as condi¢cdes de estocagem, evitando a deterioracdo e morte na
germinacdo (TOLEDO et al. 2009; HERNANDEZ et al., 2011).

O armazenamento € viavel para a manutencdo da qualidade fisioldgica ao longo
do tempo, contribuindo para a conservagdo das informacBes genéticas (WALTERS et
al, 2005). Varias técnicas tém sido testadas para a conservacdo e reducdo do
metabolismo como, baixos teores de agua e reducdo da temperatura (KOHAMA et al.
2006).

Diante disto, a aplicacdo de testes rapidos e eficientes requer adaptacdo para
contribuir com o conhecimento e manutengdo das sementes (CORTE et al. 2010;
DEMINICIS et al. 2009). Entre estes testes, destaca-se o teste de tetrazdlio que se
baseia na viabilidade dos tecidos. Durante a respiracéo, no interior dos mitocondrios séo
liberados ions de hidrogénio que reagem com o sal de tetrazélio, formando uma
coloracdo avermelhada com diferentes intensidades, indicando o nivel de deterioragdo
(FRANCA NETO, 1998; DEMINICIS et al., 2009).

Outro método que tem contribuido para avaliar o vigor de sementes é a analise de
imagens por raios x. O método é preciso, rapido e ndo destrutivo, permitindo a deteccdo
de danos internos nas sementes. A analise de imagens possibilita a visualizacdo de
danos que podem ser provenientes de ma formacéo, decorrentes da colheita, da secagem
ou por ataque de insetos (CICERO; JUNIOR, 2003; PINTO et al., 2007; ISTA, 2004).

As sementes que ndo apresentam uma das estruturas internas de forma integra
aumentam as chances de formacéo de plantulas de baixo vigor ou, sua auséncia (BURG
et al., 1994; CARVALHO; NAKAGAWA, 2012). Neste sentido, a técnica permite a
selecdo de sementes de alta qualidade, que incidira na melhor formagdo de plantulas
(LIMA et al,. 2013; PINTO et al., 2012).

Em decorréncia da falta de informagdes cientificas com espécies florestais tem-se
a necessidade da definicdo de metodologias para o estudo das sementes (ATAIDE et al.,
2012). Neste caso, o baru (Dipteryx alata Vog.) espécie nativa do dominio Cerrado se
destaca como frutifera de alto potencial, utilizada na alimentacdo, na area medicinal e
industrial. As sementes contém alto valor nutricional, composta por elevada taxa de

proteinas, aminoacidos essenciais, considerdvel quantidade de sais minerais e fibras,
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sobrepondo-se como excelente ingrediente na dieta alimentar (FERNANDES et al.,
2010).

Diante do exposto, o objetivo do presente trabalho foi adequar a metodologia do
teste de tetrazolio a sementes de baru e avaliar a qualidade fisioldgica de sementes
armazenadas durante 12 meses nas temperaturas de 10 e 20 °C, utilizando imagens de

raios x como ferramenta de deteccdo de danos ao longo do periodo.

MATERIAL E METODOS

Coleta dos frutos: Os frutos de baru foram coletados na Fazenda Bem Posta,

localizada no Municipio de Portelandia GO a 17° 15” S —52° 40’ N e altitude de 549 m.
Os frutos foram obtidos no més de agosto de 2014 e 2015, sendo coletados frutos
maduros e inteiros dispersos pelo chdo. Apos a coleta, foram levados para o Laboratério
de Sementes do Instituto Federal Goiano, municipio de Rio Verde, onde ocorreram o
beneficiamento e instalacdo dos experimentos. O primeiro ensaio do trabalho foi feito
com sementes dos anos de 2014 e 2015, com a finalidade de avaliar o vigor e definir a
metodologia pelo teste de tetrazolio. No segundo ensaio, foram utilizadas sementes
obtidas somente no ano de 2015. As sementes foram submetidas ao armazenamento por
12 meses, para avaliar, os possiveis danos ocasionados por ele foi feito o teste de raios
X.
Teor de agua: Inicialmente, foi determinado o teor de dgua das sementes apos a coleta.
Para a obtencdo das sementes, os frutos foram quebrados com auxilio de prensa manual
da marca PIT BULL®. Na sequéncia, determinou-se o teor de &gua inicial das sementes,
pelo método de estufa a 105+3 °C por 24 horas, adaptado de Brasil (2009), utilizando
quatro repeticfes de cinco sementes, o correspondente a 10 gramas.

Ensaio 1. Definicdo da metodologia do teste de tetrazdlio nas sementes de
baru: Os frutos de baru colhidos em 2014 foram estocados em caixas de isopor nao
vedadas e mantidos em temperatura ambiente de 25 + 3 °C por 12 meses. Os frutos
colhidos em 2015 permaneceram sob a mesma condicdo durante 60 dias.
Posteriormente, para obtencdo das sementes os frutos foram quebrados com auxilio de
prensa manual da marca PIT BULL®. A medida que os frutos foram quebrados as
sementes foram retiradas e guardadas em B.O.D a 20 °C. Foram testadas trés
concentracOes da solucdo de sal de tetrazdlio equivalente a 0.05, 0.075 e 0.10% em dois

tempos de pré-embebicdo. Inicialmente, trés repeticbes de 10 sementes foram
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distribuidas em papel “germitest” umedecidos trés vezes em relagdo a seuo peso seco, e
mantidas em B.O.D. por 24 e 36 horas. O periodo de pré-embebicdo estabelecido teve
por objetivos facilitar a retirada do tegumento e ativar o metabolismo celular. A
remocédo do tegumento foi feita com auxilio de lamina de bisturi, com corte superficial e
longitudinal no sentido da rafe. Apds a remocdo do tegumento, as sementes pré-
embebidas foram imersas em 30 mL de solugdo de sal de tetrazdlio nas concentracGes
definidas durante duas horas e meia em B.O.B. a35 °C.

A avaliacdo do vigor das sementes foi feita por leitura individual, com apoio de
lupa de mesa. Durante a leitura do teste, foi possivel definir cinco classes de vigor para
as sementes de baru, viavel muito vigorosa (VMV), viavel vigorosa (VV), viavel pouco
deteriorada (VPD), vidvel muito deteriorada (VMD) e inviavel (INV) (Figura 1 a 5).

Ensaio 2. Armazenamento das sementes: As sementes foram armazenadas com
teor de &gua inicial de 5.6 % (b.u). O lote inicialmente obtido foi dividido em 10
amostras aleatoriamente. Cada amostra representou respectivamente um periodo do
armazenamento por zero (controle), trés, seis, nove e doze meses. As sementes foram
acondicionadas em potes de vidro com tampa hermeticamente vedada e 0s espagos
vazios foram preenchidos com algodéo para reduzir a troca de oxigénio com o material.
Neste ensaio, as sementes foram mantidas em B.O.Ds a 10 e 20 °C. A cada periodo, as
amostras eram retiradas e submetidas a avaliagcbes de vigor por meio dos testes de
condutividade elétrica, imagens de raios X, germinagdo e emergéncia.

Teste de Condutividade Elétrica (CE): A condutividade elétrica da solucdo de
embebicdo das sementes foi medida segundo a metodologia adaptada de Vieira e
Krzyzanowski (1999). Foram utilizadas para o teste quatro repeticdes de cinco sementes
previamente pesadas e imersas em 75 mL de agua destilada por 24 horas em B.O.D a 30
°C. A leitura da solucdo de embebicéo foi feita em condutivimetro de bancada da marca
TECNAL modelo TEC-4MP.

Teste de raios x e analise de imagem radiografica: A obtencdo das imagens por raios
X, foi feita no Laboratério de Analise de Sementes do Departamento de Agricultura da
Universidade Federal de Lavras. Para isto, utilizou-se o aparelho de raios x MX-20 da
Faxitron X-Ray Corporation.

Para a padronizacdo da leitura do teste foram utilizadas 100 sementes, as sementes
foram separadas em dez repeticOes de dez unidades, fixadas com fita dupla face em
placas de acrilico transparente e numeradas sequencialmente. O tempo de exposicao e a

intensidade de radiacdo foram ajustados a 45 segundos e 30 kv respectivamente. As
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imagens radiogréficas foram salvas e analisadas quanto a morfologia interna das
sementes.

Teste de Germinagdo: As sementes foram dispostas em papel “germitest” umedecido
com &gua destilada 2,5 vezes o peso seco do papel e mantidas em germinador do tipo
Mangesldorf a 30 °C. A avaliacdo da germinagdo ocorreu durante oito dias sendo, cada
semente avaliada individualmente de acordo com a sequéncia numérica das imagens de
raios x. Durante este periodo, praticamente todas as sementes tinham radicula com
comprimento igual ou superior a 0,5 cm. Ap6s a germinacdo, as plantulas foram
mantidas no germinador até 15 dias para uniformizar o crescimento.

Teste de Emergéncia de Plantulas: A emergéncia de plantulas foi conduzida em casa
de vegetacdo com irrigacdo automatizada por aspersdo (28,4 °C = 4 °C e umidade
relativa do ambiente de 75 £ 5 %) quatro vezes ao dia durante oito minutos sobre os
canteiros contendo areia lavada como substrato. A distribuicdo das sementes no
substrato foi de quatro repeticbes com 25 sementes dispostas horizontalmente com o
hilo voltado para baixo na profundidade de 2,5 cm. O critério utilizado para emergéncia
das plantulas foi quando os dois cotilédones se apresentavam acima do substrato. As
plantulas foram mantidas nos canteiros por 30 dias.

Delineamento estatistico: O delineamento experimental foi inteiramente casualizado,
com quatro repeticdes contendo 25 sementes. No armazenamento utilizou-se o esquema
fatorial com duas temperaturas e cinco tempos de armazenamento. Os resultados foram
submetidos a andlise de regressao pelo programa estatistico SISVAR. Para o teste de

tetrazdlio foi aplicado o teste de Tukey a 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As concentracBes da solucdo de tetrazolio utilizada nesta metodologia foram
eficientes para identificar diferentes classes de vigor bem como, avaliar danos ocorrem
nas sementes de Dipteryx alata. Houve interacdo entre o tempo de embebicdo e as
concentracdes utilizadas. Porém, para cada classe de vigor avaliada houve variacdo
entre as concentracfes. No lote de 2014 (Tabela 1), o melhor tempo de pré-embebicao
para as sementes vidveis muito vigoras foi de 24 horas. Enquanto que nas sementes
viaveis vigorosas o melhor tempo de pré-embebicdo foi de 36 horas na solugdo de 0,0
5%. O tempo de estocagem interfere diretamente na qualidade do lote. Visto que, o lote

de 2015 apresentou maior porcentagem de sementes vidveis muito vigoraras. Tanto, que
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a concentracdo de 0,05% foi suficiente para diagnosticar o vigor das sementes
independente do tempo de pré-embebicdo. Segundo Azéredo et al. (2011), o tempo de
pré-embebicdo das sementes é fundamental para que os tecidos se tornem permeaveis a
solucdo do sal de tetrazélio bem como a ativacdo das enzimas envolvidas na respiracdo
0 que torna possivel a interpretagdo de viabilidade do teste. Necessariamente as
sementes de Dipteryx alata ndo necessita de muitas horas de pré-embebicdo para a
realizacdo do teste. Pensando na viabilidade e rapidez do teste, quanto menor o tempo e

menor a concentracdo, mais econdmico e acessivel sera o teste.

Tabela 1. Classificacao de sementes de Dipteryx alata Vog. pelo teste de tetrazélio em fungéo do tempo
de exposicdo e de diferentes concentracfes da solucdo padrdo. Viavel muito vigorosa (VMYV), viavel
vigorosa (VV), viavel pouco deteriorada (VPD), viavel muito deteriorada (VMD) e inviavel (INV). (Lote
de 2014).

Concentracodes (%0)
Tempo (Horas)

Variaveis 0,05 0,075 0,10 CV (%)

24 00,00 aB” 26,65 bA 3,35 bB

VMV 36 6,65 aA 0,00 aA 0,00 aA 94,58
24 3,32 bB 3,33 aB 60,00 aA

Y 36 43,32 aA 3,32 aB 3,32 bB 40,82
24 58,32 aA 70,00 aA 20,00 bB

VPD 36 46,65 aB 70,00 aA 46,65 aB 21,13
24 30,00 aA 0,00 bB 10,00 bB

VMD 36 3,32 bC 20,00 aB 50,00 aA 44,41
24 6,65 aA 0,00 aA 6,65 aA

INV 36 0,00 bA 0,00 aA 0,00 bA 96,08

*Médias seguidas pela mesma letra, mintsculas nas colunas e mailsculas nas linhas, para cada variavel
analisada, ndo diferem entre si ao nivel de significancia de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
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Tabela 2. Classificagdo de sementes de Dipteryxalata Vog. pelo teste de tetrazdlio em fungdo do tempo
de exposicao e de diferentes concentracdes da solucéo padrdo. Viavel muito vigorosa (VMV), vidvel
vigorosa (VV), viavel pouco deteriorada (VVPD), viavel muito deteriorada (VMD) e inviavel (INV). (Lote
de 2015).

Concentracdes (%o)

Tempo (Horas)

Variaveis 0,05 0,075 0,10 CV (%)
24 40,59 aA” 40,62 aA 23,00 bA
VMV 36 30,00 aA 3,33bB 46,54 aA 32,90
24 24,96 aA 12,50 bA 20,00 bA
\AY; 36 33,32 aB 53,32 aA 40,00aAB 31,75
24 20,81 aB 34,37 aAB 43,32 aA
VPD 36 26,65 aA 30,00 aA 10,00 bA 4217
24 7,28 aA 9,37 aA 10,00 aA
VMD 36 10,00 aA 13,32 aA 3,33 aA 91,98
24 0,00 aA 3,12 aA 0,00 aA
INV 36 0,00 aA 0,00 aA 0,00 aA 96,08

*Médias seguidas pela mesma letra, mindsculas nas colunas e maitsculas nas linhas, para cada variawel
analisada, ndo diferem entre si ao nivel de significancia de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

A deteccdo das classes de vigor para as sementes de baru foi feita tanto pela
observacgdo na regido do embrido quanto endosperma, indicando diferentes tonalidades
em relacdo a coloracdo avermelhada tipica da reacdo provocada pelo sal de tetrazélio
(Figuras 1, 2 e 3). Os tecidos considerados viaveis e muito vigorosos foram detectados
pela coloracgdo rdsea, tonalidade suave e sem danos aparentes. J& as sementes vigorosas
pouco deterioradas reagiram de forma mais acentuada, destacando a intensidade do
vermelho na regido do embrido. As sementes muito deterioradas se destacaram pela
coloracdo de vermelho carmim intenso em todo o endosperma e com algumas regides
no embrido sem pigmentacdo, ou seja, tecidos mortos que ndo reagiram ao sal de
tetrazdlio. Por dltimo, as sementes consideradas inviaveis foram identificadas por um
vermelho muito intenso e presenca de tecidos mortos (sem coloragdo) tanto no embrido
quanto no endosperma.

Segundo Franca Neto (1999), a variagdo na coloragdo ocorre pela presenca da
enzima desidrogenase do acido mélico que reduz o sal durante a respiragdo e transfere
os ions de hidrogénio para os tecidos vivos da semente. Os tecidos deteriorados indicam

células descoloridas incapaz de reagirem com o composto formado por esta reacdo ou
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ainda tecidos com coloracdo muito intensa indica saturacdo na cadeia respiratoria e

colapso celular.

Figura 1: Avaliacdo de tetrazélio em Dipteryx alata Vog. (1) concentragéo 0,05 %, (1) concentragdo
0,075 %, (111), concentragdo 0,10 %. A) semente muito vigorosa, B) semente vigorosa pouco deteriorada,
C) semente muito deteriorada; D) semente inviavel.

Figura?2: Aplicagdo do teste de tetrazdlio em sementes de Dipteryx alata Vog. (A) semente com necrose
nos tecidos do endospermaindicado pela seta. (B e C) danos provocados por umidade indicados pela seta
na regido do embrido.

Figura 3: A) Detalhes evidenciados pela seta indicam danos mecéanicos e B) e C) danos provocados por
insetos nas sementes de Dipteryx alata Vog.
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Um dos aspectos mais importantes a serem avaliados durante o armazenamento de
sementes € o0 teor de agua, pois interfere diretamente no seu metabolismo
(CARVALHO; NAKAGAWA, 2000; NAGEL; BORNER, 2010). Nas sementes de
Dipteryx alata houve reducdo do teor de a4gua ao longo dos 12 meses e a interacdo entre
0 tempo e a temperatura foi significativa. As sementes armazenadas inicialmente com
teor de agua a 7,49 reduziu para 6,12 e 5,39% (b.u) a 10 e 20 °C respectivamente
(Figura 4).

10 - =& — (10 °C)y=17,9162 - 0,1643x; R*= 0,9975

-— (20 °C) y=17,5838 - 0,1995x; R*=0,8813

Teor de Agua (%b.u)

0 T T r )
0 3 6 9 12

Armazenamento (meses)

Figura4: Teor de 4gua de sementes de Dipteryx alata Vog., armazenadas em B.O.D a 10 e 20 °C por 12
meses.

Resultado contrario foi reportado por Silva et al. (2011), durante o
armazenamento de sementes de Tabebuia serratifolia por até 12 meses em camara fria
na temperatura de 8 °C. Segundo os autores houve incremento de umidade nas sementes
entre o primeiro e o terceiro més de armazenamento.

O ganho de umidade em sementes armazenadas nem sempre é favoravel, pois
pode promover aumento da atividade respiratéria e proliferacdo de microrganismos
(COSTA, 2009). Por outro lado, resultados que corroboram o comportamento descrito
pelas sementes de Dipteryx alata foram registrados em sementes de soja armazenadas a
20 °C durante seis meses, cujo teor de agua reduziu nesse periodo (SMANIOTTO et al.,
2014).

A deterioracdo das sementes pode ocorrer no armazenamento, se as condi¢des do

ambiente ndo estiverem favoraveis. Um dos primeiros sinais, possiveis de se verificar
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este tipo de dano é por meio da permeabilidade das membranas, que nem sempre
indicara elevado grau de deterioracdo, uma vez que as estruturas celulares podem ser
recompensadas (PANOBIANCO et al., 2007).

Diante disto, os resultados observados para o teste de condutividade elétrica das
sementes de Dipteryx alata mostraram aumento no decorrer dos 12 meses de
armazenamento (Figura 5). No entanto, este aumento ndo esta diretamente ligado a
deterioragdo das mesmas, pois na germinagdo, na andlise de imagem e no teste de
emergéncia foi verificado sementes de alta qualidade fisioldgica.

Estudo com sementes de soja feitos por Fessel et al. (2010), corroboram os
resultados do presente estudo. Os autores verificaram que condi¢des de 10 e 20 °C por
até 15 meses de armazenamento promoveram aumento dos solutos presentes na solugao
de embebicdo da condutividade elétrica sem deterioracdo das sementes. J& em sementes
de Caesalpinia peltophoroides, submetidas ao armazenamento por até oito meses, a
temperatura de 20 °C promoveu aumento de lixiviados na solucdo de emebebicdo
enquanto, nas sementes mantidas a 5 °C os valores foram constante ao longo do tempo
(PONTES et al., 2006).

O teste de condutividade elétrica feito em sementes de girassol hibrido,
armazenadas por até 12 meses a 10 e 25 °C indicou deteriora¢do nas sementes mantidas
a 25 °C (ABREU et al., 2011). Assim, quanto maior a situacdo de estresse em que as
sementes sdo submetidas, menor sera sua viabilidade, consequentemente menor a
capacidade de formacéao de plantulas (BINOTTI et al., 2008).
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- — (10 °C) y=13,0395 - 0,9220x + 0,1330x*; R?>= 0,8988
25 1

—o— (20 °C) y=13,3331x - 0,3197 + 0,1208x*; R*= 0,8847
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Figura5: Condutividade elétrica de sementes de Dipteryx alata Vog., armazenadas em B.0.Da10 e
20 °C, por 12 meses.

A analise de imagem aplicada nas sementes de Dipteryx alata no decorrer do
armazenamento confirmou que elas apresentaram caracteristicas vidveis. As estruturas
das sementes ndo foram afetas por umidade e ndo se observou danos provenientes da
extracdo do fruto. Os quais poderiam interferir na qualidade do lote. Segundo Simak e
Gustafssom (1953), o teste pode ser utilizado para avaliar tanto danos fisioldgicos
quanto morfoldgicos para diversas espécies.

As imagens representadas pela Figura 6 evidenciam sementes provenientes do
armazenamento a 10 °C e suas respectivas plantulas, em que todas as estruturas
aparecem intactas.

A longevidade das sementes de Dipteryx alata no armazenamento pode estar
associada a disponibilidade do material de reserva, bem como as caracteristicas
reservada as sementes ortodoxas. Uma vez que, o teor de agua a composic¢ao quimica, a
densidade e a espessura interferem diretamente na qualidade das imagens de raios x
(SILVA et al., 2014).

No entanto, ao longo do tempo a longevidade é afetada por fatores intrinsecos a
cada espécie (MURTHY et al., 2003). Machado e Cicero (2003) ressaltaram que as
sementes de espécies florestais geralmente, pela desuniformidade de maturacdo e/ou

desenvolvimento, promovem danos internos a si proprias. Os autores ao avaliarem
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sementes de aroeira-branca, verificaram que a reducdo de 50 a 75% da area embrionaria

geram plantulas anormais ou ndo germinam.

A) Controle B) 3 meses

C) 6 meses D) 9 meses

F) 12 meses

Figura 6: Comparacdo de imagem de raios x nas sementes de Dipteryx alata Vog., e suas respectivas
plantulas provenientes do armazenamento em B.O.D a 10 °C, durante 12 meses. *Barra 1cm.



48

Neste estudo, a porcentagem de sementes mortas foi inferior a 15% e a
germinacdo foi superior a 85% (Figura 7A). Este resultado foi observado apds nove
meses de armazenamento e mais acentuado no 12° més, ndo tendo sido observado
reducdo de area entre o endosperma e o tegumento. Segundo Oliveira et al. (2003), o
estudo da morfologia interna das sementes permite associar tipos de danos com a
reducdo da germinacdo, como foi observado em sementes de canafistula, cuja reducdo
da area de reserva comprometeu a qualidade das sementes.

Ao longo do tempo o vigor pode ser afetado por fatores intrinsecos de cada
espécie (MURTHY et al., 2003). Os testes de vigor para sementes florestais ainda nao
sdo totalmente definidos, sendo o teste de germinagdo um dos mais indicados para
comparar a qualidade das sementes em diferentes condi¢cbes (ALVES, 2012;
MEDEIROS; ABREU, 2006). Resultados reportados por Pinho et al. (2009), indicaram
reducdo da geminacdo em sementes de Anadenanthera peregrina armazenadas por
cinco meses a 5 °C em camara fria. Comportamento semelhante também foram
encontrados em sementes de Araucaria angustifélia armazenadas por seis meses
(GARCIA et al. (2014) e com sementes de sementes de ipé-roxo, armazenadas por 12
meses a 20 °C, que tiveram o desempenho fisiologico afetado (MARTINS, et al., 2012).

A) B)
—8-— (10°C)y= 99,6186 + 0,7810x - 01425, R*= 09839

120 = 20°0) y= 99,4857 + 0,1095x - 0,0952x"; Ri= 09716 120 —

] — —

Germinagsio (%)
=]
PEntnlas Normais (%
=

0 T T T T T
0 3 ] 9 n

0 3 6 9 12
Armazenamento {m eses)

Armazenamento (meses)

Figura 7: A) Porcentagem de germinagdo e B) porcentagem de plantulas normais de sementes de
Dipteryx alata Vog., ap6s o armazenamento em B.O.D a 10 e 20 °C, por 12 meses.
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A menor porcentagem de emergéncia de plantulas foi observada na temperatura
de 20 °C. Houve reducdo de 99% para 73%, aos 12 messes do armazenamento (Figura
8). Resultados semelhantes foram observados em sementes de Myracrodruon
urundeuva em que a emergéncia foi afetada negativamente em virtude do

armazenamento por oito meses (GUEDES et al., 2012).

® —— (10°C) y=98,1429 + 0,6381x -0,1587x2; R*>= 0,9987
120 1+
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Figura 8: Porcentagem de emergéncia de plantulas de Dipteryx alata Vog., apds o armazenamento em
B.O.D a10 e 20 °C por 12 meses.

CONCLUSAO
O teste de tetrazolio foi uma ferramenta importante para avaliar o vigor das

sementes de Dipteryx alata Vog., sendo a concentracdo de 0,075% e o tempo de preé-
embebicdo de 24 horas o mais indicado. Nas condi¢fes avaliadas a analise de imagens
por raios x ndo foi detectado nenhuma alteracdo morfoldgica das sementes. Porém, o

vigor das sementes foi reduzido apds nove meses de armazenamento.
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CONCLUSAO GERAL

Os resultados obtidos com a atividade das enzimas no estresse oxidativo indicam
que, mesmo apos determinadas condigdes adversas, as sementes de Dipteryx alata Vog.
sdo aptas para a retomada da germinagdo, garantindo a sobrevivéncia da espécie. As
metodologias do teste de tetrazolio e do teste de raios x foram eficientes para avaliar o
vigor e a qualidade das sementes.

O armazenamento por até 12 meses garantem a sua viabilidade, permitindo que
as sementes possam ser utilizadas posteriormente as diversas finalidades.

Principalmente aos interesses ecoldgicos da espécie.



