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RESUMO

MEDEIROS, RENATO VIEIRA. Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia
Goiano - Campus Rio Verde — GO, setembro de 2022. Qualidade de sementes de
Copaifera langsdorffii Desf. sob efeitos de tratamentos pré-germinativos. Orientadora:
Profd Dr? Juliana de Fatima Sales. Coorientadores: Prof. Dr. Jacson Zuchi. Prof. Dr.
Osvaldo Resende.

A copaiba (Copaifera langsdorffii Desf.) € uma espécie vegetal arbdrea de ampla
distribuicdo no Brasil e grande variabilidade genética. Suas sementes sdo de cor preta,
ovoides e apresentam dorméncia tegumentar por possuirem estruturas que impedem a
difusdo de agua e gases para o interior do tecido embrionario, sendo necessario
tratamentos pré-germinativos para superacdo da dorméncia, 0 que proporciona uma
germinacdo rapida e uniforme. Devido ao fato de a espécie apresentar ampla variabilidade
genética e suas sementes apresentarem dorméncia tegumentar, faz-se necessario
investigar nas sementes as caracteristicas fisicas, fisioldgicas, bioquimicas e
histoquimicas de diferentes lotes, coletadas em diferentes matrizes e em sementes
submetidas a tratamentos de superacdo de dorméncia com a finalidade de relacioné-los a
qualidade fisioldgica das sementes. Objetivou-se avaliar as caracteristicas fisiologicas,
fisicas, bioquimicas e histoquimicas em lotes de sementes de Copaifera langsdorffii Desf.
de diferentes matrizes e em sementes sob efeitos de tratamentos pré-germinativos para
superacdo da dorméncia tegumentar. Assim, foram conduzidos dois experimentos
utilizando sementes de C. langsdorffii coletadas diariamente no bioma cerrado apds
recente dispersao dos frutos de cinco matrizes. No primeiro experimento, sementes de
uma Unica matriz (neutralizando a interferéncia genética) foram submetidas a dezessete
tratamentos pré-germinativos, compreendendo escarificacdo mecénica do lado oposto do
embrido, embebigcdo em &gua destilada por seis horas, embebicdo em agua destilada por

doze horas, embebi¢do em agua destilada por dezoito horas, embebicdo em agua destilada
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por vinte quatro horas, escarificacdo mecanica e embebicdo em agua destilada por seis
horas, escarificagdo mecénica e embebicdo em agua destilada por doze horas,
escarificacdo mecéanica e embebicdo em agua destilada por dezoito horas, escarificagdo
mecanica e embebicdo em &gua destilada por vinte e quatro horas, escarificagcdo quimica
com &cido sulfarico por quarenta e cinco minutos, escarificagdo quimica com acido
sulfurico por noventa minutos, escarificacdo térmica com agua destilada a 90°C por um
minuto, escarificacdo térmica com agua destilada a 90°C por trés minutos, choque térmico
com um minuto em agua destilada a 90°C e posterior imersdo em agua destilada a 0°C
por um minuto, imersdo em alcool etilico 70% por dez minutos, imersdo em alcool etilico
70% por vinte minutos, imersdo em alcool etilico 70% por trinta minutos mais o controle
(sem tratamento pré-germinativo). No segundo experimento, sementes coletadas de cinco
matrizes formaram os tratamentos dos lotes de sementes. Os dois experimentos foram
submetidos a avaliacBes de qualidade fisica, fisiologica, bioquimica e histoquimica. A
dorméncia das sementes de C. langsdorffii é superada de forma eficaz com escarificacdo
mecanica do lado oposto do embrido. O tratamento pré-germinativo com escarificacdo
quimica com éacido sulfarico por noventa minutos produziu alteragdes celulares deletérias
as sementes, menor atividade das enzimas a-amilase e P-amilase, as quais estdo
associadas a qualidade de germinacéo e ao aumento do estresse pela deteccédo elevada das
enzimas do sistema antioxidante SOD, CAT, APX, POX e PPO, além niveis elevados de
MDA, detectados em sementes em processo de deterioracdo em razdo da peroxidacdo de
lipidios. Ao comparar lotes de sementes, o lote 2 originario da matriz 2 tem qualidade
fisioldgica, fisica, bioquimica e histoquimica inferior em relacdo aos lotes provenientes
das outras matrizes, considerando as analises de imagens radiograficas, de germinacéo,
do indice de velocidade de germinacdo, dos baixos niveis das enzimas a-amilase e -
amilase e da elevada detec¢do das enzimas SOD, CAT, APX, POX e PPO e do contetido
de MDA.

Palavras-chave: Copaiba. Enzimas. Germinacdo. Raios X. Superagdo de dorméncia.



ABSTRACT

MEDEIROS, RENATO VIEIRA. Federal Institute of Education, Science, and
Technology of Goias, Rio Verde Campus, Goias State (GO), Brazil, September 2022.
Seed quality of Copaifera langsdorffii Desf. under the effects of pre-germination
treatments. Advisor: Prof. Dr. Sales, Juliana de Fatima. Co-advisors: Prof. Dr. Zuchi,
Jacson. Prof. Dr. Resende, Osvaldo.

Copaiba (Copaifera langsdorffii Desf.) is a tree species with a wide distribution in Brazil
and great genetic variability. Its seeds are black in color, ovoid, and have integumentary
dormancy because they have structures that prevent the diffusion of water and gases into
the embryonic tissue, requiring pre-germination treatments to overcome dormancy, which
provides rapid and uniform germination. Considering that the species presents wide
genetic variability and its seeds present tegumentary dormancy, it is needed to investigate
the physical, physiological, biochemical, and histochemical characteristics in the seeds of
different batches collected in different matrices, as well as in the seeds submitted to
treatments to overcome dormancy relating them to the seed physiological quality. This
study aimed to evaluate the physiological, physical, biochemical, and histochemical
characteristics of seed batches of Copaifera langsdorffii Desf. from different matrices and
in seeds under effects of pre-germination treatments to overcome tegumentary dormancy.
Thus, two experiments were carried out using C. langsdorffii seeds collected daily in the
Cerrado biome (Brazilian Savannah) after the recent fruit dispersion from five matrices;
In the first experiment, seeds from a single matrix (neutralizing genetic interference) were
subjected to seventeen pre-germination treatments, comprising: (a) mechanical
scarification of the embryo opposite side, soaking in distilled water for 6 h, 12 h, 18 h, s
and 24 h; (b) mechanical scarification and soaking in distilled water for 6 h, 12 h, 18 h,
and 24 h; (c) chemical scarification with sulfuric acid for 45 min and 90 min; (d) thermal

scarification with distilled water at 90 °C for 1 min and 3 min; (e) thermal shock for 1
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min in distilled water at 90 °C and subsequent immersion in distilled water at 0 °C for 1
min; (f) immersion in 70% ethyl alcohol for 10 min, 20 min, and 30 min plus the control
(without pre-germination treatment). In the second experiment, seeds collected from five
matrices formed the seed batch treatments. Both experiments were submitted to physical,
physiological, biochemical, and histochemical quality evaluations. The seed dormancy of
C. langsdorffii is successfully overcome with mechanical scarification of the embryo
opposite side. The pre-germination treatment with chemical scarification with sulfuric
acid for 90 min produced deleterious cellular changes to the seeds, lower activity of a-
amylase and B-amylase enzymes, which are associated with germination quality and with
increased stress due to the high detection of enzymes of the antioxidant system superoxide
dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbate peroxidase (APX), peroxidase (POX), and
polyphenol oxidase (PPO), in addition to high levels of the malondialdehyde enzyme
(MDA) detected in seeds in deterioration process due to lipid peroxidation. The batch 2
originating from matrix 2 showed inferior physiological, physical, biochemical, and
histochemical quality compared to batches from other matrices, considering the analysis
of radiographic images, germination, germination speed index, low levels of a-amylase
and p-amylase enzymes, high detection of SOD, CAT, APX, POX, and PPO enzymes,
and high detection of the MDA content.

Keywords: Copaiba. Dormancy overcoming. Enzymes. Germination. X rays.
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1 INTRODUCAO GERAL

1.1 Copaifera langsdorffii Desf.

A espécie arborea Copaifera langsdorffii Desf. pertence a familia Fabaceae,
subfamilia Caesalpinoideae, pode ser denominada popularmente de copaiba, pau-de-6leo
ou Gleo, dependendo da regido do Brasil (Arruda et al., 2019; Carvalho, C. et al., 2021).
As arvores de copaiba tém altura entre dez e quarenta metros, sendo encontrada em grande
parte do territério brasileiro e em paises vizinhos como a Argentina e Paraguai (Lorenzi
e Matos, 2002; Arruda et al., 2019).

Seu florescimento ocorre entre os meses de dezembro e marco, com reproducao
alégama e frutos amadurecendo de agosto a setembro com a planta quase que totalmente
sem folhagem (Pedroni et al., 2002). Sua frutificacdo € supra-anual, com anos de intensa
producdo, seguidos por anos de pouca producdo (Newstron et al., 1994; Pedroni et al.,
2002), sendo essa tendéncia trienal (Dias, 1995). Essa variacdo no ciclo reprodutivo causa
flutuacdes no tamanho das populages, apesar de a espécie manter um banco de plantas
jovens que garante a autorregeneracdo dessas populacdes (Schiavini, et al., 2001).

O fruto da C. langsdorffii € do tipo legume, deiscente, ovoide, castanho claro
quando maduro, contendo uma ou duas sementes. As sementes sdo ovoides, de tegumento
preto e cobertas por um arilo em grande parte da sua area. O arilo € mucilaginoso,
composto por carboidratos e lipidios, de cor que varia do amarelo ao alaranjado
(Rodrigues et al., 2000).

E uma espécie de grande interesse comercial para extracio de madeira
empregada na construcdo civil como vigas, ripas, batentes e forros e fabricacdo de moveis
e na extracdo do 6leoresina (6leo de copaiba), o qual é matéria-prima para producéo de
verniz, tintas e produtos medicinais ou ainda utilizado como biodiesel (Santana, S. et al.,
2014). E utilizado na medicina popular como cicatrizante, laxante, no tratamento de

hemorroidas, antiviral, anticancerigeno, tendo propriedades de anestesia local, citotdxica,



inseticida e bactericida (Arruda et al., 2019).

A maior parte dos estudos com C. langsdorffii foram realizados com foco nas
propriedades fitoquimicas presentes nas diversas partes da planta, encontrando varios
compostos utilizados para producdo de medicamentos. Estudo recente utilizando o extrato
da sua casca como corante natural de tecidos demonstrou que seu extrato proporciona boa
solidez da cor a friccdo e a lavagem (Silva, P. et al., 2022). S&o, portanto, poucos 0s
estudos relativos da qualidade fisioldgica, fisica, bioquimica e histoquimica nas sementes
de C. langsdorffii.

Por ter reproducdo alégama e ampla distribuicéo no Brasil, a C. langsdorffii tem
alta variabilidade genética, 0 que torna necessario investigar a qualidade fisica,
fisioldgica, bioquimica e histoquimica em diferentes lotes de sementes produzidas por

diferentes matrizes.

1.2 Dormeéncia nas sementes de Copaifera langsdorffii Desf.

As espécies vegetais pertencentes familia Fabaceae, subfamilia
Caesalpinioideae, produzem sementes com tegumento composto de uma camada externa
com células epidérmicas esclerificadas e cobertas por uma cuticula na parte mais interna,
a hipoderme é formada por osteoesclereideos e camadas de células parenquimaticas com
paredes bastante espessas (Gunn, 1981; Crestana e Beltrati, 1988). Essas estruturas que
formam o tegumento das sementes de C. langsdorffii impedem a difusdo de agua e gases
para o interior do tecido embrionario (Rolston, 1978; Souza e Marcos Filho, 2001). Essas
caracteristicas asseguram que as sementes de copaiba possuem dorméncia tegumentar
(Noleto et. al., 2010).

Como a germinacdo das sementes de copaiba é lenta (dependendo do grau de
dorméncia pode ser superior a vinte dias) e ndo uniforme (assincrona) recomenda-se a
necessidade de técnicas de superacdo de dorméncia, para promover uma germinacgao
sincronizada das sementes, produzindo mudas uniformes, o que € importante na producéo
de viveiros (Sano et. al., 2008; Bezerra et al., 2012).

Entre os tratamentos pré-germinativos sugeridos por estudos, estdo a
escarificacdo mecanica do lado oposto do embrido, realizado por meio de lixas (Machado
et al., 1992), escarificagdo quimica com imersdo em acido sulfurico em tempo reduzido,
somente para escarificacdo do tegumento (Bezerra et al., 2012), pré-embebicdo em agua
destilada por setenta de duas horas (Borges et al., 1982) e imersao em hipoclorito de sddio



(Noleto et al., 2010). De acordo com Noleto et al. (2010), trabalhos com tratamentos pré-
germinativos em sementes de copaiba ainda carecem de informacfes mais detalhadas

sobre o0 processo germinativo ao longo do tempo.

1.3 Qualidade fisiologica em sementes

A gqualidade das sementes é um fator de grande importancia, pois consiste em
determinar lotes de sementes com potencial de produzir plantulas com vigor. As sementes
alcancam o grau maximo de qualidade quando atingem sua maturagdo fisioldgica,
paralelamente ao desligamento com a planta-mée, sendo iniciado em seguida o0 processo
de deterioracdo (Marcos Filho, 2005; Ramos et al., 2021). Dessa maneira, testes
fisioldgicos sdo necessarios, como os testes de teor de agua, de germinacéo, de vigor e do
indice de velocidade de germinagdo, para que se possa conhecer a qualidade das sementes
pos-colheita (Marcos Filho, 2005; Brasil, 2009).

Niveis elevados de agua nas sementes podem acelerar sua deterioracdo.
Identificar o contetido de agua das sementes pelo teste de teor de d&gua permite prever o
tempo que a semente suporta entre 0 periodo da colheita e a semeadura, sem que a
deterioragdo comprometa a germinacdo e o vigor (Goldfarb e Queiroga, 2013). Além
disso, a determinacdo da massa de agua nas sementes € a base dos programas de controle
de qualidade, pois este indice tem relacao direta com a qualidade fisioldgica das sementes
(Sarmento et al., 2015). De acordo com Brasil (2009), a determinacgéo do teste de teor de
agua das sementes consiste na diferenca das pesagens iniciais e finais apds um periodo
de 24 h em estufa a 105 + 3 °C.

No geral, apds atingir a maturidade fisioldgica, as sementes ortodoxas
apresentam baixo contetdo de dgua em relacdo a sementes recalcitrantes e podem tolerar
dessecacdo para baixos niveis de agua (entre 5% e 7%), podendo ser conservadas por
periodos longos sem grandes prejuizos para sua qualidade (Goldfarb e Queiroga, 2013).

Assim como a determinacdo da massa de agua, o teste de germinacdo € essencial
para indicar a qualidade de lotes de sementes. Em sintese, o teste de germinacgéo consiste
em determinar o potencial maximo de germinacdo de um lote de sementes em ambiente
controlado, com temperatura, umidade e fotoperiodo adequados para cada espécie,
comparando com a qualidade de outros lotes (Bewley et al., 2013).

Em paralelo ao teste de germinacdo, o vigor das sementes é atestado pela



capacidade de germinacdo e producdo de plantulas normais, detectando diferencas na
qualidade entre lotes de sementes que apresentam taxas de germinacdo semelhantes,
permitindo, assim, classifica-los em alto e baixo vigor, identificando com precisao lotes
que apresentam processo avangado de deterioragéo (Marcos Filho, 2005).

O numero diario de sementes que germinaram dividido pelo nimero de dias
decorridos apds a semeadura determina o indice de velocidade de germinacédo (IVG)
dos lotes de sementes. O IVG permite comparar qual lote de sementes germinou em
menor periodo (Maguire, 1962). Assim, quanto maior o valor do indice, mais rapido sera
0 estabelecimento das plantulas no ambiente, suportando melhor as condi¢Ges adversas

de clima em relacéo a lotes de sementes com valor baixo de IVG.

1.4 Imagens radiograficas em sementes

As imagens radiograficas em sementes consistem em uma técnica simples e
rapida que fornece com precisdo informacgdes da integridade fisica da semente,
contribuindo para a selecdo de lotes em programas de controle de qualidade (Medeiros,
A. et. al., 2020; Medeiros, R. et al. 2022).

Os diferentes tecidos das sementes absorvem quantidades distintas de raios X,
0s quais irdo depender da espessura, da densidade do tecido e da composicao, relacionado
com o comprimento de onda da radiacdo (Simak, 1991; Bino et al., 1993; ISTA, 1999,
2004). Apds o teste de raios X, as imagens geradas podem ser processadas no software
ImageJ®. A utilizacdo desse software permite quantificar a qualidade das sementes
através da densidade do tecido em cinza por pixel, em que niveis elevados de cinza
indicam maior viabilidade e vigor (Medeiros, A. et. al., 2020; Medeiros, R. et al. 2022).
Areas escuras na imagem radiogréfica correspondem a partes em que os raios X penetram
mais facilmente, enquanto areas mais claras representam as partes mais densas da semente
(Simak, 1991).

A metodologia de avaliacdo de sementes por imagens radiograficas fornece
informacdes precisas sobre pardmetros os fisicos sem que haja destruicdo das sementes.
Esses parametros podem ser utilizados para atestar a qualidade fisiol6gica de lotes de
sementes, uma vez que os testes de germinacdo e vigor confirmam a robustez da
metodologia (Medeiros, A. et. al., 2020; Medeiros, R. et al. 2022).



1.5 Analise bioguimica

Na germinacdo de sementes ortodoxas como as de C. langsdorffii, enzimas
hidrolases sdo responsaveis pela degradacdo de copos proteicos (Zienkiewicz et al., 2014;
Mazzottini-dos-Santos et al., 2017). Células vivas da camada de aleurona do endosperma
produzem essa variedade de enzimas, as quais sdo responsaveis pela mobilizacdo de
reservas do endosperma para o embrido (Bewley et al., 2013).

Durante o processo de germinacdo, 0 embrido da semente produz horménios
geberelinas, que, por sua vez, promovem a sintese das enzimas a-amilase e -amilase.
Essas enzimas hidrolisam carboidratos do tecido de reserva da semente, utilizados pelo
embrido em processo de desenvolvimento (Oliveira et al., 2013). Assim, sementes com
melhor qualidade de germinagéo apresentam maior atividade das enzimas a-amilase e 8-
amilase (Medeiros, R. et al., 2022).

Quando a planta passa por um periodo de estresse, a primeira linha de defesa
contra os efeitos toxicos do conteudo elevado de espécies reativas de oxigénio (EROs) é
a metaloenzima do sistema antioxidante enzimatico intracelular, superéxido dismutase
(SOD) (Mittler, 2002; Gill e Tuteja, 2010). Sua importancia esta relacionada a tolerancia
do estresse em vegetais, porém sua atividade gera um subproduto, o peréxido de
hidrogénio (H202), que, por sua vez, € nocivo as células. Enzimas armazenadas nos
glioxissomos e peroxissomos convertem o H2O. em moléculas de dgua e gas oxigénio,
sendo a catalase a principal enzima envolvida nesse processo (Scandalios, 2005). Assim,
sementes que apresentam maior atividade de SOD consequentemente apresentam maior
conteddo de catalase (CAT) (Medeiros, R. et al., 2022).

Além da atividade da CAT, as enzimas peroxidase do ascorbato (APX) e
peroxidase inespecifica (POX) também atuam eliminando o H>O do conteudo celular
(Bailly, 2004; Freitas et al., 2008). A APX esta presente nos cloroplastos, no citoplasma,
mitocéndrias, peroxisssomas e apoplastos, eliminado H20- através do ciclo glutationa-
ascorbato (Bailly, 2004), sendo sua presenca relacionada a capacidade de desenvolver
meios de tolerar o estresse pelas espécies vegetais, especialmente para eliminacéo de
EROs (Comlekcioglu et al., 2022; Mei e Song, 2010). Por outra via, a POX catalisa reac0es
oxidativas em plantas ao utilizar o H20> como substrato, ou 0 O, como aceptor de
hidrogénio, tendo sua atividade aumentada quando em estresse (Freitas et. al., 2008;
Medeiros, R. et al., 2022).
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Danos no sistema de membranas das células e de suas organelas citoplasmaticas
alteram os constituintes celulares, promovendo a oxidacdo de compostos fenolicos
armazenados nos vacuolos pelo contato da enzima polifenoloxidase (PPO), exclusiva de
plastidios, convertendo-o0 a quinonas, gque, por sua vez, podem reagir com proteinas ou
com a propria PPO (Amorim e Josephson, 1975).

Sementes em processo de deterioracdo tém niveis elevados de malondialdeido
(MDA), produto da peroxidacao de lipidios (Deuner et al., 2011). O maior acimulo de
MDA foi identificado em sementes Pterodon pubescens em processo de deterioracdo
dentro do fruto seco indeiscente da espécie (Medeiros, R. et al., 2022).

Portanto as enzimas a-amilase, p-amilase, SOD, CAT, APX, POX, PPO e o
contetdo de MDA séo importantes na investigacao da qualidade de sementes de copaiba

em associacdo com as imagens radiogréficas e testes fisioldgicos e histoquimicos.
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2 OBJETIVO GERAL

Este estudo visa avaliar as caracteristicas fisioldgicas, fisicas, bioquimicas e
histoquimicas em lotes de sementes de Copaifera langsdorffii Desf. de diferentes matrizes
e em sementes sob efeito de tratamentos pré-germinativos para supera¢do da dorméncia

tegumentar



3 CAPITULOI

Efeitos de tratamentos pré-germinativos em sementes de Copaifera
langsdorffii Desf.

(Normas de acordo com o periddico South African Journal of Botany)

RESUMO: Copaifera langsdorffii € uma espécie vegetal arbdrea, pertencente a familia
Fabaceae, extensamente explorada pelo seu interesse comercial e medicinal. Suas
sementes apresentam dorméncia tegumentar, portanto, € necessario investigar métodos
de tratamentos pré-germinativos para superacdo desse tipo de dorméncia, principalmente
para a producdo de mudas e recomposicdo da sua populacdo. Objetivou-se com este
trabalho investigar a eficiéncia dos tratamentos pré-germinativos na superacdo de
dorméncia em sementes de C. langsdorffii e relaciona-los com a caracterizacdo anatdmica
e histoquimica, testes fisiologicos e atividade das enzimas relacionadas a qualidade
fisiologica e de defesa do sistema antioxidante. Sementes de C. langsdorffii foram
submetidas a dezessete tratamentos pré-germinativos mais um controle (sem tratamento
pré-germinativo). Foram feitas curva de embebicdo, analise fisiologica e bioquimica e a
caracterizacdo morfoanatdmica e histoquimica para todos os tratamentos pré-
germinativos. Os tratamentos escarificacdo das sementes do lado oposto do embrido ou
escarificacdo das sementes do lado oposto do embrido, associados & imersao em agua por,
no minimo, seis horas, proporcionaram as maiores porcentagens de germinacao e indice
de velocidade de germinacdo (IVG). O tratamento com H>SOs por quarenta e cinco
minutos também se mostrou eficiente, porém o HSO4 ndo é acessivel e traz risco a satde
de quem o manuseia por ser um produto altamente corrosivo. J& o tratamento com a
imersdo das sementes em H>SO4 por noventa minutos produziu alteragdes na estrutura
das células das sementes, diminuicdo do conteudo de proteinas, menor atividade das

enzimas a-amilase e B-amilase, as quais estdo relacionadas ao poder germinativo,
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aumento do estresse pela deteccdo elevada das enzimas do sistema antioxidante SOD,
CAT, APX, POX e PPO e maior conteudo de MDA. Assim, para agilizar e viabilizar a
producdo de mudas dessa espécie, recomenda-se como tratamento pré-germinativo de
superacdo de dorméncia a escarificacdo das sementes do lado oposto do embrido por ser

um metodo simples e eficaz para producdo de mudas em curto periodo.

Palavras-chave: Copaiba, superacdo de dorméncia, anatomia, histoquimica, bioquimica.

3 CHAPTERI

Effects of pre-germination treatments on Copaifera langsdorffii Desf. seeds

(Standards according to the journal Plants)

Abstract: C. langsdorffii is an arboreal plant species, belonging to the Fabaceae family and
is extensively exploited for its commercial and medicinal interest. Its seeds have
integumentary dormancy; therefore, methods should be investigated for pre-germination
treatments to overcome this kind of dormancy, mainly for seedling production and for its
population rearrangement. This paper aimed to investigate the efficiency of pre-
germination treatments in overcoming dormancy in C. langsdorffii seeds and relate them
to the anatomical and histochemical characterization, to physiological tests, and to
enzyme activity regarding the physiological quality and defense of the antioxidant
system. C. langsdorffii seeds were submitted to seventeen pre-germination treatments
plus one control (no pre-germination treatment). The soaking curve, biochemical and
physiological analysis, and morphoanatomical and histochemical characterization were
carried out for all pre-germination treatments. Seed scarification treatments on the
embryo opposite side or seed scarification treatments on the embryo opposite side
associated with immersion in water for at least 6 h provided the highest germination
percentages and the highest germination speed index (GSI). Treatment with H2SO4 for 45
min was also efficient but H.SOj is not accessible and poses a health risk to those who
handle it as it is a highly corrosive product. The treatment by immersing the seeds in
H>SO4 for 90 min produced changes in the seed cell structure, a decrease in the protein
content, lower activity of the a-amylase and B-amylase enzymes, which are related to the
germination power, increased stress by high detection of antioxidant system enzymes

superoxide dismutase SOD, catalase (CAT), ascorbate peroxidase (APX), peroxidase
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(POX), polyphenol oxidase (PPO), and higher malondialdehyde enzyme (MDA) content,
Thus, seed scarification on the opposite side of the embryo is recommended as a pre-
germination treatment to overcome dormancy, for being a simple and effective method
for producing seedlings in a short period, speeding up and facilitating the production of

seedlings of this species.

Keywords: Anatomy. Biochemistry. Copaiba. Dormancy overcoming. Histochemistry.

3.1 Introducéo

O Cerrado é o segundo maior bioma da América do Sul, extensamente rico em
biodiversidade, com mais de onze mil espécies de plantas nativas catalogadas. Depois da
Mata Atléantica, esse bioma é o que mais sofre com alteragbes advindas das acGes
antropicas, particularmente pela abertura de novas éareas, visando a atividades
agropecuérias (ICMBio, 2021; Brasil, 2021). Nesse bioma, muitas espécies vegetais
nativas ndo estdo em areas protegidas, por isso correm risco iminente de extingao
(Guidoni-Martins et al., 2021).

A espécie Copaifera langsdorffii Desf. pertence a familia Fabaceae, subfamilia
Caesalpinoideae. E popularmente conhecida por “copaiba”, “pau-de-6leo” ou apenas
“6leo” (Arruda et al., 2019; Carvalho, C. et al., 2021). Sua copa pode atingir de dez a
quarenta metros de altura, estando distribuida em grande parte do territorio brasileiro,
principalmente no Cerrado, sendo encontrada também nos paises vizinhos Argentina e
Paraguai (Lorenzi e Matos, 2002; Arruda et al., 2019). A copaiba tem sido alvo de intensa
exploragdo principalmente pelo interesse da madeira pela construgdo civil e extragéo de
6leo, dleo de copaiba, utilizado como matéria-prima na indudstria de verniz e tintas, em
produtos medicinais e na composicédo do biodiesel (Santana, S. et al., 2014).

As sementes de copaiba sdo ovoides, com tegumento de cor preta, composto por
uma camada externa com células epidérmicas esclerificadas cobertas por uma cuticula.
Na parte mais interna, a hipoderme é formada por osteoesclereideos e camadas de células
parenquimaticas com paredes bastante espessadas (Gunn, 1981; Crestana e Beltrati,
1988). Essas estruturas que formam o tegumento impedem a difusdo de agua e gases para
o interior do tecido embrionario (Rolston, 1978; Souza e Marcos Filho, 2001). Esses
componentes do tegumento confirmam que as sementes de copaiba tém dorméncia

tegumentar (Noleto et al., 2010).
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A velocidade de germinacdo das sementes de copaiba é lenta e assincrona,
podendo ser superior a vinte dias, sendo, portanto, caracteristicas negativas para producéo
de mudas em viveiros para reflorestamentos. Dessa forma, € recomendado a aplicacéo de
técnicas de superacdo de dorméncia para promover a germinacao sincronizada e producao
de mudas uniformes, importantes na producéo de viveiros (Sano et. al., 2008; Bezerra et
al., 2012).

Como tratamentos pré-germinativos sugeridos por estudos, estdo a escarificacdo
mecanica com lixa do lado oposto do embrido (Machado et al., 1992), a escarificacdo
quimica com imersdo em acido sulfurico (Bezerra et al., 2012), a pré-embebicao em agua
destilada por setenta de duas horas (Borges et al., 1982) e a imersdo em hipoclorito de
sodio (Noleto et al., 2010). Porém, € necessario atencdo ao escolher o tratamento pré-
germinativo para superagdo de dorméncia em sementes, pois danos no endosperma e no
embrido das sementes podem ser causados pela escolha errada da metodologia
(Chaodumrikul et al., 2016; Liang et al., 2020). Ainda que existam estudos com
tratamentos pré-germinativos em sementes de copaiba, os trabalhos se limitam a
comparar poucas metodologias e ndo as relacionam com andlises morfoanatomias,
histoquimicas e atividades enziméticas, carecendo assim de informacdes mais detalhadas
sobre 0os métodos de superacao de dorméncia.

Nesse sentido, o objetivou-se investigar a eficiéncia dos tratamentos pré-
germinativos na superacao de dorméncia em sementes de C. langsdorffii e relaciona-los
com a caracterizacdo anatdmica e histoquimica, testes fisiologicos e atividade das

enzimas relacionadas com a qualidade fisiologica e de defesa do sistema antioxidante.

3.2 Material e métodos

3.2.1 Coleta

A coleta das sementes de C. langsdorffii foi feita diariamente apds recente
dispersdo dos frutos de uma matriz em novembro de 2020 no municipio de Rio Verde —
GO a 17°52°27.65” S e 50°58°01.42” O. Apos a coleta, as sementes foram encaminhadas
para o Laboratorio de Sementes do Instituto Federal Goiano — Campos Rio Verde.

3.2.2 Teor de 4gua
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Ap0s a coleta, determinou-se a massa inicial de agua pelo método de estufa a
105£3 °C por 24 h, de acordo com Brasil (2009), com duas repeticdes de cinco sementes,
o0 correspondente a aproximadamente dez gramas. O teor de &gua apresentado em base
Umida foi de 11,33%.

3.2.3 Imagens radiogréaficas

As imagens radiograficas das sementes foram obtidas com auxilio do aparelho
L X-60 da Faxitron X-Ray Corporation, modelo 43855A. As sementes foram previamente
fixadas em papel transparéncia com fita dupla face e numeradas sequencialmente,
perfazendo um total de vinte sementes para cada folha transparéncia. Duzentas folhas
transparéncia foram radiografadas com intensidade de 30 Kvs por 10 s, totalizando quatro
mil sementes. Através das imagens radiograficas, foram selecionadas apenas sementes
sem danos no tegumento e na parte interna, com embrido intacto e preenchimento

satisfatorio, padronizando as sementes utilizadas no estudo.

3.2.4 Tratamentos Pré-germinativos

Foram realizados dezessete tratamentos pré-germinativos mais o controle

(sementes sem tratamentos pré-germinativos) (Quadro).

Quadro - Tratamentos pré-germinativos para superacdo de dorméncia utilizados nas sementes de C.
langsdorffii

[=]

TRATAMENTOS PRE-GERMINATIVOS
Controle (sem tratamento pré-germinativo);
Escarificagdo mecanica (com folha de lixa nimero 120) do lado oposto do embrido;
Embebicdo em &gua destilada por seis horas;
Embebi¢do em dgua destilada por doze horas;
Embebicdo em agua destilada por dezoito horas;
Embebicdo em &gua destilada por vinte quatro horas;
Escarificagdo mecanica e embebigdo em agua destilada por seis horas;
Eescarificacdo mecénica e embebicdo em dgua destilada por doze horas;
Escarificagdo mecanica e embebigdo em agua destilada por dezoito horas;
10 Escarificacdo mecanica e embebicdo em dgua destilada por vinte e quatro horas;
11 Escarificacdo quimica com embebicdo no &cido sulflrico por quarenta e cinco minutos;
12  Escarificagdo quimica com embebic&o no cido sulflrico por noventa minutos;
13  Escarificacdo térmica com 4gua destilada a 90°C por um minuto;
14  Escarificacdo térmica com agua destilada a 90°C por trés minutos;
15 Choque térmico com um minuto em agua destilada a 90°C e posterior imersdo em agua destilada a
temperatura aproximada de 0°C por um minuto;
16  Imersdo em alcool etilico a 70% por dez minutos;
17 Imersdo em alcool etilico a 70% por vinte minutos;
18 Imersdo em alcool etilico a 70% por trinta minutos.

©CONOOUAWN Rz
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3.2.5 Curva de embebicéo

O comportamento de embebicdo das sementes de C. langsdorffii submetidas a
diferentes tratamentos pré-germinativos foi feito para todos os tratamentos. A curva de
embebicdo foi realizada com pesagem sistemética de quatro repeti¢cGes de vinte e cinco
sementes em intervalos de trés em trés horas das, 6 a zero h, ndo tendo sido feita pesagem
entre zero e 6 h. As sementes foram dispostas sobre duas folhas de papel germitest e
cobertas por uma terceira folha previamente umedecida com agua destilada no volume de
2,5 vezes a massa do papel. Em seguida, procedeu-se a producdo de rolos de papel,
colocados em sacos plasticos e depositados em camera de germinacdo a 25°C, com
fotoperiodo de 12 horas. As pesagens foram finalizadas apds vinte dias do inicio do teste,
quando 50% das sementes do tratamento controle apresentaram protruséo radicular com
pelo menos um milimetro de radicula. Os resultados foram expressos em ganho de massa

na forma de grafico.

3.2.6 Testes fisioldgicos

A germinacdo das sementes submetidas aos diferentes tratamentos preé-
germinativos, foi feita em rolos de papéis germitest com vinte e cinco sementes em cada
um. De acordo com BRASIL (2009), as folhas de papel germitest foram previamente
umedecidas com agua destilada, no volume de 2,5 vezes a massa do papel. Em seguida,
as sementes foram dispostas sobre duas folhas do papel germitest e cobertas por uma
terceira folha para a confeccdo dos rolos de papel, os quais foram colocados em sacos
plasticos com quatro rolos cada, constituindo as repeti¢fes, organizados em delineamento
inteiramente casualizado (DIC). Cada saco plastico era representado por um tratamento
pré-germinativo, sendo esses sacos depositados em camera de germinagdo a 25 °C, com
fotoperiodo de 12 h. Adotou-se como critério de germinagdo a semente cuja radicula
apresentava um milimetro comprimento. As avalia¢Ges das sementes germinadas e ndo
germinadas ocorreram no 8° e 17° dia apds a semeadura (DAS), sendo a avaliacéo final
feita no 25° DAS, por meio das avaliagGes de sementes germinadas e ndo germinadas,
sementes mortas, plantulas normais e anormais.

Com o teste de germinaco finalizado, foi calculado o indice de Velocidade de

Germinacdo (IVG) pelo somatério de sementes germinadas a cada dia, dividido pelo
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numero de dias decorridos entre a semeadura e a germinacdo, de acordo com Maguire
(1962).

3.2.7 Caracterizacdo morfoanatdmica das sementes

A caracterizacdo morfoanatdmica das sementes de C. langsdorffii submetidas a
diferentes tratamentos pré-germinativos foi feita coletando amostras de 2 cm? da regiéo
do endosperma das sementes. O material vegetal foi fixado em Karnovsky (1965) por 24
h. Apds esse periodo, foram feitas nas amostras pré-lavagem em tampao fosfato (0,1 M,
pH 7,2), desidratacdo em série etilica crescente (30% a 100%), pré-infiltracdo e infiltracdo
em historesina (Leica, Alemanha), conforme recomendacbes do fabricante.
Posteriormente, as amostras foram seccionadas transversalmente a 5 um de espessura em
micrétomo rotativo (Modelo 1508R, Logen Scientific, China) e os cortes, corados com
azul de toluidina - coloracdo policromatica (0,05% tampéo fosfato 0,1 M, pH 6,8)
(O’Brien et al., 1964). A deteccéo de proteinas totais foi feita com coloracédo de Xylidine
ponceau (XP) (O’Brien & McCully 1981). As imagens foram produzidas pelo
microscopio Olympus (BX61, Tokyo, Japdo), acoplado a uma cAmera DP-72, utilizando

opcao de campo claro.

3.2.8 Determinacdo da atividade das enzimas a-amilase e 3-amilase,

enzimas do sistema antioxidativo e contetdo de proteinas

Amostras contendo aproximadamente metade da semente de C. langsdorffii dos
diferentes tratamentos pré-germinativos foram armazenadas individualmente em papel
aluminio e emergidas em nitrogénio (N2) liquido para congelamento instantaneo e
armazenamento para posterior analise.

O extrato enzimatico utilizados para determinar a atividade das enzimas a-
amilase (EC 3.2.1.1) e B-amilase (EC 3.2.1.2), superoxido dismutase (SOD) (EC
1.15.1.1), catalase (CAT) (EC 1.11.1.6), peroxidase do ascorbato (APX) C 1.11.1.11), e
peroxidases (POX) (EC 1.11.1.7), polifenoloxidose (PPO) (EC 1.10.3.1) foi extraido de
aproximadamente 0,300 gramas de sementes, as quais foram maceradas com N> liquido
e homogeneizadas em 2 mL de tampéo fosfato de potassio 50 mM (pH 6,8), contendo

acido etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,1 mM, fluoreto de fenilmetilsulfénico (PMSF)



20

1 mM e polivinilpirrolidona (PVP) 5% (m/v). Realizado o procedimento de extracdo, 0s
homogeneizados foram centrifugados a 12000 x g, por 15 min, a 4 °C e os sobrenadantes,
utilizados para determinacBes enzimaticas. O delineamento experimental foi o
inteiramente casualizado com quatro repeti¢cdes para cada enzima.

Para determinar a atividade da a-amilase, foi adicionado de 250 pL do
sobrenadante obtido, adicionado a um meio de reagdo contendo 150 uL de CaCl, 3 mM,
incubado a 70 °C por 5 min, para inativagao da B-amilase. Uma aliquota de 250 uL de
extrato de inativagao da f-amilase foi adicionada a 500 pL de tampao citrato de sodio
100 mM, pH 5,0 e 250 puL de solucéo de amido a 1 %, incubados a 30 °C. Apds 5 min, a
reacdo foi interrompida pela adicdo de 2 mL do reagente de leitura [acido 3,5-
dinitrosalicilico 1% (DNS), NaOH 2M, tartarato de sodio e potassio] e aquecida a 50 °C
por 5 min, em seguida, diluida em 4 mL de agua destilada (Bernfeld, 1955; Tarrago e
Nicolas, 1976; Kishorekumar et al., 2007).

A atividade da enzima B-amilase foi determinada adicionando 180 pL de extrato
enzimatico a um meio de reagdo contendo 110 uLL de EDTA 0,1 M para inativagao de a-
amilase. Uma aliquota de 250 pL de extrato de inativac@o da a-amilase foi adicionada a
500 pL de tampao citrato de sddio 100 mM, pH 5,0 e 250 pL de solucdo de amido a 1%,
incubados a 30 °C por 5 min. Apds, foram adicionados 2 mL de reacao de leitura [acido
3,5-dinitrosalicilico 1% (DNS), NaOH 2M, tartarato de sodio e potassio] e aquecido a 5
°C por 5 min, e em seguida, diluido conforme descrito acima.

A formacdo de agucares redutores produzidos pela agdo da a- ¢ - amilase foi
quantificada pela leitura da absorbancia em 540 nm e os célculos, feitos utilizando a
curva padrdo de maltose 0,5 mg/mL (Bernfeld, 1955; Tarrago e Nicolas, 1976;
Kishorekumar et al., 2007).

A determinagéo da atividade da SOD foi feita adicionando 60 pL do extrato de
sementes a uma mistura de reacdo constituida de tampéo fosfato de sédio 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), totalizando 2 mL. A reagdo ocorreu a 25 °C
sob iluminag&o de lampadas de 15 W. Ap6s 10 min de exposicao a luz, a iluminacéo foi
interrompida e a formazana azul, produzida pela fotoredugédo do NBT, foi medida em
espectrofotébmetro (Evolution 60, Thermo Fisher Scientific Inc., Massachusetts - EUA),
a 560 nm (Giannopolitis e Ries, 1977). Uma unidade da SOD foi definida como a
quantidade de enzima necessaria para inibir em 50% a fotoredugéo do NBT (Beauchamp
e Fridovich, 1971). A atividade da SOD foi expressa em unidade de SOD/min/mg de
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maltose/mg de proteina.

A metodologia de Cakmak e Marschner (1992) foi aplicada para determinacao
da atividade da catalase (CAT), utilizando um coeficiente de extin¢do molar de 36 M
cm? (Anderson et al., 1995). A atividade da CAT foi expressa em pmol min* mg? de
proteina.

O método de Nakano e Asada (1981) foi empregado para determinacdo da
atividade da APX, cuja mistura de reacdo foi constituida por um tampdo fosfato de
potassio 50 mM (pH 6,8), H202 1 mM e ascorbato 0,8 mM em um volume de 1 mL. Foi
iniciada a reagdo com adicao de 15 pL do extrato obtido da semente, e a atividade foi
medida pela oxidacdo do H>O, dependente do ascorbato a 290 nm, durante um minuto, a
25 °C. O coeficiente de extingdo molar de 2,8 mM™ cm™? (Nakano e Asada, 1981) foi
usado para calcular a atividade da APX, a qual foi expressa em pmol mint mg? de
proteina.

Para determinacdo da atividade da enzima peroxidase (POX) pela oxidacéo do
pirogalol, seguiu-se a metodologia proposta por Kar e Mishra (1976), cuja mistura de
reacdo foi constituida de tampdo fosfato de potéssio 25 mM (pH 6,8), pirogalol 20 mM e
H202 20 mM em um volume de 2 mL. Foi iniciada a reagdo pela adicdo de 15 pL do
extrato obtido das sementes, e a atividade foi determinada pelo consumo de H20; a 420
nm, durante 1 min, a 25 °C. O coeficiente de extin¢do molar de 2,47 mM* cm™ (Chance
e Maehley, 1955) foi usado para calcular a atividade da POX, a qual foi expressa em pmol
de purpurogalina produzida mint mg™ de proteina. A atividade da PFO foi determinada
da mesma forma que a da POX, com exce¢do do H>O», que foi omitido da mistura de
reacéo.

A atividade do polifenoléxido (PPO) foi determinada de acordo com Kar e
Mishra (1976). Um coeficiente de extingdo molar de 2,47 mM™* cm™ (Chance e Maehley
1955) foi usado para calcular a atividade de PPO, que foi expressa como pmol de
purpurogalina produzida pmol min™ mg? de proteina.

As concentracgdes de proteinas totais de cada amostra foram determinadas pela
adicdo de 10 pL dos extratos brutos usados para determinar as atividades enziméticas da
semente em 1190 pL de solucéo de Bradford, seguido por determinacdes de absorbancia
a 595 nm (Bradford, 1976), expressa em mg g de massa fresca.

A deterioragdo das sementes juntamente com os danos celulares foram avaliados
através da peroxidacédo de lipideos por meio de MDA, conforme descrito por Cakmak e

Horst (1991). Cerca de 0.200 mg das amostras de sementes de cada repeticdo foram
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maceradas em almofariz em Nz liquido até a obtengdo de um po fino, o qual foi
homogeneizado em 2 mL constituido de &cido tricloroacético (TCA) 1% (m/v). O
homogeneizado foi centrifugado a 12000 x g, durante 15 min, a 4 °C. Apds centrifugacao,
0,5 mL do sobrenadante foram adicionados a 1,5 mL da solucdo de &cido tiobarbiturico
0,5% (m/v) (preparado em 20% (m/v) de TCA) e incubado em banho maria a 95 °C, por
30 min. Apos esse periodo, a reacdo foi parada em banho de gelo. As amostras foram
centrifugadas a 9000 x g, por 10 min, e a absorbancia especifica do sobrenadante foi
determinada a 532 nm. A absorbancia inespecifica foi mensurada a 600 nm e subtraida
do valor da absorbéancia especifica. A concentracdo de MDA foi calculada usando o
coeficiente de extingdo de 155 mM™cm™e expressaem nmol g™ de massa fresca (Heath
e Packer, 1968).

3.2.9 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia pelo teste F e quando foram
observados efeitos significativos procedeu-se a comparacdo das medias pelo teste de
Scott-Knott (p<0,05) com auxilio do software estatistico Sisvar (Ferreira, 2019). O
grafico da curva de embebicdo foi elaborado pelo software computacional
SigmaPlot 12.0® (Systat Software Inc., Califérnia, EUA). Foi aplicada a correlacéo de
Pearson para todas as variaveis e gerado grafico heatmap com o software computacional
GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Prism Inc., California, EUA).

3.3 Resultados

3.3.1 Curva de embebicéo

Analisando a curva de embebicdo das sementes com tratamentos preé-
germinativos de C. langsdorffii, observou-se maior ganho de massa nas sementes com
escarificacdo mecénica do lado oposto do embrido, seguido pelos tratamentos com
escarificacdo mecanica e embebicdo por 6, 12, 18 e 24 h, ambos com germinacdo em,
aproximadamente, 7 dias. O tratamento com imersdo em H>SO4 por quarenta e cinco
minutos proporcionou 0 maior ganho de massa em relacdo ao tempo, com sementes

germinadas em cinco dias. A imersdo em H>SO4 por noventa minutos proporcionou
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rapido ganho de massa inicial, porém, apds dez dias, as sementes comecgaram a perder
agua, caracterizando sua morte. O tratamento controle levou cerca de vinte dias para ter
50% das sementes germinadas, evidenciando a dorméncia tegumentar das sementes da

espécie (Fig. 3.1).
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Figura 3.1- Ganho de massa de sementes de Copaifera langsdorffii, em funcéo do tempo de embebicéo
sob diferentes tratamentos pré-germinativos

3.3.2 Teste de germinacgéo

O teste de germinacao de sementes de C. langsdorffii submetidas a diferentes
tratamentos pré-germinativos apresentou diferencas entre as médias para todas as
varidveis analisadas. Aos oito dias apds a semeadura (8 DAS), os tratamentos
escarificacdo mecanica com embebicdo por 6 h (Esc./Emb. 6 h), escarificagdo mecanica
com embebicdo por 12 h (Esc./Emb. 12 h), escarificacdo mecanica com embebicdo por
dezoito horas (Esc./Emb. 18 h), escarificacdo mecénica com embebicdo por 24 h
(Esc./Emb. 24 h) e escarificacdo quimica com acido sulfurico por 45 min (H2S0445)
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destacaram-se com as maiores médias entre os tratamentos testados, observando,
respectivamente, 98,97%, 98,97%, 98,97%, 98,98% e 98,99% de germinacgéo superior ao
tratamento controle. O tratamento de sementes com escarificacdo mecénica do lado
oposto do embrido (Esc. Mecanica) ndo esteve entre as maiores médias, porém
apresentando 98,57% de germinagdo em relacgdo ao tratamento controle (Fig. 3.2A).

Nas avaliagcdes aos dezessete e aos vinte e cinco dias apos a semeadura (17 e 25
DAS), os tratamentos Esc. Mecénica, Esc./Emb. 6h, Esc./Emb. 12 h, Esc./Emb. 18 h,
Esc./Emb. 24 h e H,SO4 45’ tiveram médias superiores, e o tratamento com escarificacdo
quimica utilizando acido sulfurico por noventa minutos (H2SO490’) apresentou média

inferior entre os tratamentos pré-germinativos (Fig. 3.2B e 3.2C).
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Figura 3.2- Média + EP (n = 4), Médias seguidas das mesmas letras mintsculas ndo diferiram entre si a 5% (*) de
significancia pelo teste de Scott-Knott. (A) % Germinagéo no 8° Dia Apds a Semeadura (Germination (%)
8th day), (B) % Germinagéo no 17° Dia Aps a Semeadura (Germination (%) 17th day) e (C) %
Germinacédo no 25° Dia Apos a Semeadura (Germination (%) 25th day), para sementes de Copaifera
langsdorffii Desf. submetidas aos tratamentos pré-germinativos Controle (Control), Escarificacdo
Mecénica (Mechanical Scarification), Embebidas 6 h (Soaked 6 h), Embebidas 12 h (Soaked 12 h),
Embebidas 18 h (Soaked 18h), Embebidas 24 h (Soaked 24 h), Escarificagdo Mecénica + Embebicdo 6h
(Mechanical Scarification + Soaking 6h), Escarificacdo Mecanica + Embebicéo 12 h (Mechanical
Scarification + Soaking 12 h), Escarificacdo Mecénica + Embebicéo 18 h (Mechanical Scarification +
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Soaking 18 h), Escarificacdo Mecénica + Embebi¢do 24h (Mechanical Scarification + Soaking 24 h),
H2S0445° (H2S04“45”), H2SO490° (H2SO04 “90”), Escarificagdo Térmica 1’ (Thermal Scarification “17),
Escarificagdo Térmica 3’ (Thermal Scarification “3”’), Choque Térmico (Thermal Shock), Etanol 70% 10’
(Ethanol “10”), Etanol 70% 20’ (Ethanol “20”) e Etanol 70% 30’ (Ethanol “30).

Os tratamentos de sementes embebidas em agua destilada por 6 horas, sementes
embebidas em &gua destilada por doze horas, sementes embebidas em agua destilada por
18 horas, sementes embebidas em agua destilada por 24 horas, sementes com
escarificacdo térmica por 1 minuto, sementes com escarificacdo térmica por 3 minutos,
sementes submetidas a choque térmico, sementes embebidas em etanol com concentracéo
de setenta porcento por 10 minutos, sementes embebidas em etanol com concentragéo de
70% por 20 minutos e sementes embebidas em etanol com concentracédo de 70% por 30
minutos néo diferiram em porcentagem de germinacao aos 25 DAS em comparacao com
o tratamento controle (Fig. 3.2C).

Foram consideradas sementes ndo germinadas (SNG), as sementes duras que ndo
se embeberam. Nesse sentido, os tratamentos de Esc. Mecanica, Esc./Emb. 6 h, Esc./Emb.
18h, Esc./Emb. 24 h, H2SO445’ e HSO4 90’ ndo apresentaram sementes ndo germinadas
(SNG), e o tratamento Esc./Emb. 12 h obteve apenas 1% de SNG. Esses tratamentos se
diferenciaram de todos os outros tratamentos para a variavel porcentagem de sementes
ndo germinadas (SNG%) (Fig. 3.3A).

Todas as sementes que germinaram do tratamento com H2SO4 90’ resultaram em
plantulas anormais, proporcionando grande diferenca em comparagdo com 0S outros
tratamentos. (Fig. 3.3D). Todas as sementes tratadas com H>SOs 90°, que ndo
germinaram, foram consideradas mortas por apresentarem extravasamento de liquidos
intracelulares. Dessa forma, o tratamento H>SO4 90° apresentou a maior média para
porcentagem de sementes mortas (SM%), diferindo de todos os outros tratamentos, tendo
se mostrado muito corrosivo, com possiveis danos ao embrido, ocasionando a morte da
semente (Fig. 3.3B).

Os tratamentos Esc./Emb. 6 h, Esc./Emb. 18 h, Esc./Emb. 24 h, H,SO4 45’ e Esc.
Térmica 3’ ndo apresentaram diferengas entre si para a variavel porcentagens de plantulas
normais (PN%), porém, com médias intermediarias, ou seja, ndo obtiveram nem as
melhores e nem as piores médias entre 0s outros tratamentos pré-germinativos (Fig.
3.3C).
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Figura 3. 3 - Média + EP (n = 4), Médias seguidas das mesmas letras minGsculas ndo diferiram entre si a 5% (*) de significancia
pelo teste de Scott-Knott. (A) % de Sementes Ndo Germinadas (Non germinated seeds (%)), (B) % Sementes Mortas
(Dead seeds (%)), (C) % de Plantulas Normais (Normal Seedlings (%)), (D) % de Plantulas Anormais (Abnormal
Seedlings (%)) e (E) IVG (GSI), para sementes de Copaifera langsdorffii Desf. submetidas aos tratamentos pré-
germinativos Controle (Control), Escarificagdo Mecanica (Mechanical Scarification), Embebidas 6 h (Soaked 6h),
Embebidas 12 h (Soaked 12 h), Embebidas 18 h (Soaked 18 h), Embebidas 24h (Soaked 24 h), Escarificagdo Mecanica
+ Embebicéo 6 h (Mechanical Scarification + Soaking 6 h), Escarificagdo Mecanica + Embebicéo 12 h (Mechanical
Scarification + Soaking 12 h), Escarificagdo Mecanica + Embebicdo 18 h (Mechanical Scarification + Soaking 18h),
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Escarificacdo Mecénica + Embebicéo 24 h (Mechanical Scarification + Soaking 24 h), H,S0445” (H,SO,4“45), H,SO4

90’ (H,S04“90”), Escarificagdo Térmica 1’ (Thermal Scarification “1”), Escarificagdo Térmica 3’ (Thermal

Scarification “3”), Choque Térmico (Thermal Shock), Etanol 70% 10’ (Ethanol “10”), Etanol 70% 20’ (Ethanol “20”)

e Etanol 70% 30’ (Ethanol “30”)

A maior média para indice de velocidade de germinacédo (IVG) foi do tratamento
com H2S0445’, observando ser 73,74% superior ao tratamento controle. Os tratamentos
Esc./Emb. 6 h, Esc./Emb. 12 h, Esc./Emb. 18 h, Esc./Emb. 24 h tiveram as segundas
maiores médias com 62,80%, 62,57%, 64,08% e 64,99%, respectivamente, a mais de IVG
em comparacao com o tratamento controle. A escarificagdo mecénica do lado oposto do
embrido proporcionou média intermediaria, estando com 58,89% a mais de IVG que o
tratamento controle (Tabela). O tratamento com H2SO4 90 resultou na menor média,
diferindo dos demais tratamentos, tendo 97,28% de 1\VVG inferior ao tratamento controle.

Os demais tratamentos nédo diferiram em relacdo ao tratamento controle (Fig. 3.3E).

3.3.3 Caracterizacdo anatdmica e histoquimica das sementes

De acordo com a caracterizagdo anatdmica das sementes de C. langsdorffii
submetidas a diferentes tratamentos pré-germinativos, as células do endosperma das
sementes tratadas com H>SO4 por noventa minutos apresentaram alteracGes na estrutura
celular (Fig. 3.4F e 3.4G), o que ndo foi observado para sementes dos tratamentos controle
(Fig. 3.4A), escarificacdo mecanica (Fig. 3.4B), escarificagdo com embebicdo em agua
destilada por seis horas (Fig. 3.4C), escarificagdo com embebicdo em &gua destilada por
doze horas (Fig. 3.4C) e escarificacdo quimica com H2SO4 por quarenta e cinco minutos
(Fig. 3.4D), como para as células das sementes submetidas aos outros tratamentos pré-

germinativos.
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‘ ‘I
e ]
Figura 3.4 - Caracterizacdo anatdbmica de sementes de Copaifera langsdorffii Desf. submetidas aos
principais tratamentos pré-germinativos para superacdo de dorméncia. (A) Controle, (B) Esc.
Mecénica, (C) Esc./Emb.6 h, (D) Esc./Emb.12 h, (E) H2SO4 45, (F-G) H2SO.4 90
Nota: Setas vermelhas indicam alteracfes na estrutura celular.

Além de provocar alteracdes celulares no endosperma das sementes de C.
langsdorffii, 0 H2.SO4 em contato com as sementes por noventa minutos provavelmente
promoveu o extravasamento de contetdos intracelulares e a desnaturacéo de proteinas, o
que foi evidenciado pelo menor acimulo de proteinas nas células endospérmicas (Fig.

3.5F e 3.5G) em comparagdo com sementes dos tratamentos controle, escarificacdo
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mecanica, escarificacdo com embebicdo por seis horas, escarificagdo com embebicéo por

doze horas e escarificacdo quimica com H>SO4 por quarenta e cinco minutos (Fig. 3.5A,
3.5B, 3.5C, 3.5D e 3.5E), respectivamente.
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tratamentos pré-germinativos para superacéo de dorméncia. (A) Controle, (B) Esc. Mecénica,
(C) Esc./Emb.6h, (D) Esc./Emb.12h, (E) H2SOs 45°, (F-G) H2SO4 90°. Setas amarelas
indicam acimulo de proteinas

3.3.4 Anélise bioquimica

As sementes de C. langsdorffii submetidas ao tratamento pré-germinativo com
H2SO4 por noventa minutos apresentaram maior contedo de malondialdeido (MDA),

apresentando 40,45% mais MDA que as sementes do tratamento controle. O nivel mais
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elevado de MDA nas sementes tratadas com H2SO4 por noventa minutos provavelmente
ocorreu pela peroxidacdo de lipidios provocada pela deterioracdo das sementes (Fig.
3.6A).

Em relacdo as enzimas do sistema antioxidante, superdxido dismutase (SOD),
catalase (CAT), peroxidade do ascorbato (APX), peroxidade (POX) e polifenoloxidase
(PPO), as quais estdo relacionadas ao estresse fisiologico, houve diferenca significativa
entre as médias dos tratamentos, tendo o tratamento H>SO4 por 90 min apresentado
atividade mais elevada em relagdo aos demais tratamentos pré-germinativos nas sementes
de C. langsdorffii. Todos os outros tratamentos pré-germinativos apresentaram baixa
atividade de enzimas do sistema antioxidante (Fig. 3.6B, 3.6C, 3.6D, 3.6E e 3.6F). Os
dados sugerem que sementes submetidas ao tratamento com H2SO4 por noventa minutos
possam estar sob estresses ocasionados pelos efeitos deletérios das espécies reativas de
oxigénio (EROs).

Foi observado que as sementes de C. langsdorffii, quando submetidas ao
tratamento pré-germinativo com H>SO4 por noventa minutos, apresentaram atividade de
SOD superior 67,83% que o tratamento controle e 79,07% que o tratamento com H>SO4
por quarenta e cinco minutos (Fig. 3.6B). Fica claro que tempo superior a quarenta e cinco
minutos de escarificacdo quimica no acido sulfarico eleva o estresse na semente.

A dismutassdo de ions perdxido gera o subproduto peréxido de hidrogénio
(H202), o qual é toxico para as células. A enzima catalase é entdo responsavel pela
neutralizagdo do H>O> produzido pela atuacdo da SOD (Das e Roychoudhury, 2014;
Wang, Y. et al., 2017). Foi observado que o aumento da atividade da SOD em sementes
com escarificacdo quimica com H2SO4 por 90 min proporcionou indices mais elevados
da atividade da CAT, sendo 59,28% maior que o tratamento controle (Fig. 3.6C).

A atividade da enzima APX também esteve mais elevada em sementes tratadas
com H2SO4 por noventa minutos, sendo superior 66,67% e 62,45% as sementes do
tratamento controle e H.SO4 por quarenta e cinco minutos, respectivamente (Fig. 3.6D).

A atividade mais elevada da POX nas sementes tratadas com H2SOa por noventa
minutos em comparagdo com 0s outros tratamentos indica que a POX esté catalisando a
oxidacao de algum substrato, como, por exemplo, compostos fendlicos e 0o aminoécido
tirosina, utilizando o poder oxidante do H202. A atividade da POX nas sementes tratadas
com HxSO4 por 90 min foi 91,82%, 93,64%, 94,54%, 96,36% e 96,36% superior as
sementes tratadas H>SO4 por 45 min, escarificacdo térmica por 3 min, embebidas no

etanol por 10, 20 e 30 min, respectivamente (Fig. 3.6E).
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Armazenadas nos vacuolos, a enzima PPO catalisa reacdes de escurecimento
enzimatico nos processos de deterioracdo das células vegetais. Assim como para as outras
enzimas do sistema antioxidante, sementes tratadas com H>SO4 por 90 min obtiveram a
maior média para a atividade da PPO, sendo 70,09% superior as sementes do tratamento
controle (Fig. 3.6F).

A) B)

100 3
804

H
=
0]
20+
0= - -
. A, o S S S ) o & 8 $
'\"‘\@ * #‘ & q?‘-‘nq“ \“,:Pn“ T Sl A g S Hh‘ao & g g s
:Pfi’ & ey g,ee &S E A ,f,,fa F & FFEE S
%"f y @5’;@ é"@s‘g’@s & o FHST&S
c;' & & & & N
& & \\¢° e N & &° & &
& S s‘i@ i o SO S
o & F_F e
R & & & F
e\‘;f & S o0 ¢
o & &
& & PO
T o o
2.0+ 3m
a
2 b b
1.5+ b b
b
: |
b b b
=3 c
104 b b
3 b b b b g c
b b c c
b c c
b ® b ¢
e ©
0.5] b b c
NI o o o o . S g
o<“"°db“°@°§§ﬂ & ab"fs“’b@ﬂ,@"i&#\{p & ofrgv“i‘"“ °<"‘° c\‘"’“ - F IS F IS S 8
°F F S I F FE S @"‘a"\s" o é""" s
& o &Y gw‘\g»‘\é‘“ ¢ e f*’“’ s‘f *\ s &"nﬂe“ \"f?‘f
& «,&\“ ﬁ\* o PSP & ,,f & e*‘ ‘o° &
& & &8 P & £ é" & g" <
R IS <
& & F & FEE
& & &
& T



32

PPO

C T T T I F T T TS S A E PSS
F R \*"aa:ﬁ &8
R g P P
& & F <
& & 5 & Ers
& & ¢ e“"’;‘“"‘ ,\mf ,\«‘p
F A
s
&
e

Figura 3.6 - Média + EP (n = 4), Médias seguidas das mesmas letras mindsculas ndo diferiram entre si a
5% (*) de significancia pelo teste de Scott-Knott. (A) Malondialdeido (MDA), (B)
Superoxido Dismutase (SOD), (C) Catalase (CAT), (D) Peroxidase do Ascorbato (APX), (E)
Peroxidade Inespecifica (POX) e (F) Polifenoloxidase (PPO), para sementes de Copaifera
langsdorffii Desf. submetidas aos tratamentos pré-germinativos Controle (Control),
Escarificagdo Mecénica (Mechanical Scarification), Embebidas 6h (Soaked 6 h), Embebidas
12 h (Soaked 12 h), Embebidas 18 h (Soaked 18 h), Embebidas 24 h (Soaked 24 h),
Escarificagdo Mecénica + Embebicdo 6h (Mechanical Scarification + Soaking 6 h),
Escarificacdo Mecanica + Embebicdo 12 h (Mechanical Scarification + Soaking 12 h),
Escarificagdo Mecénica + Embebicéo 18 h (Mechanical Scarification + Soaking 18 h),
Escarificagdo Mecanica + Embebicdo 24 h (Mechanical Scarification + Soaking 24 h),
H2S0445” (H2SO4 “45”), HoS0490° (H2SO4 “90”), Escarificagdo Térmica 1”7 (Thermal
Scarification “17), Escarificagdo Térmica 3’ (Thermal Scarification “3”), Choque Térmico
(Thermal Shock), Etanol 70% 10’ (Ethanol “10”), Etanol 70% 20’ (Ethanol “20”") e Etanol
70% 30’ (Ethanol “30”)

Foi constatado que, para a atividade das enzimas hidroliticas a-amilase e -
amilase, houve diferenca significativa, com o tratamento controle obtendo a maior média
entre os tratamentos pré-germinativos. Os dados sugerem que, utilizando qualquer um
dos métodos de superacao de dorméncia, ocorre diminuigdo das atividades de a-amilase
e B-amilase (Fig. 3.7A e 3.7B).

A escarificagdo quimica com H,SO,; por noventa minutos apresentou as
menores medias para a atividade de a-amilase, sendo inferior 64,54%, 53,30%, 50,67% e
54,33% ao comparar com as médias dos tratamentos pré-germinativos com escarificacao
mecanica, escarificacdo mecanica com embebicdo em agua destilada por 6 h, 12 h el8 h,
respectivamente, os quais tiveram desempenho superior entre os tratamentos com excecao
do controle (Fig. 3.7A).

Comportamento parecido foi observado para atividade da enzima -amilase, em
que o tratamento pré-germinativo com H.SOs; por noventa minutos teve as menores
médias entre os tratamentos, apresentando 66,97%, 47,59%, 51,61%, 58,85%, 53,78% e
58,67% em comparacdo com as medias dos tratamentos de escarificagdo mecéanica,
escarificacdo mecanica com embebicdo em agua destilada por 6 h, 12 h, 18 he 24 he o
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H2SO4 por 45 min, respectivamente (Fig. 3.7B). Esses tratamentos foram utilizados para
comparagao com o tratamento H2SO4 por 90 min por terem os melhores desempenhos no
teste de germinacéo (Fig. 3.2A, 3.2B e 3.2C; 3.3A, 3.3B, 3.3C, 3.3D e 3.3E).

As sementes submetidas ao H.SO4 por 90 min. apresentaram a menor quantidade
de proteinas, 62.82% inferior as sementes do tratamento controle (Fig. 3.7C). Resultado
que corrobora a imagem feita no teste de histoquimica para o acimulo de proteinas, em
que sementes tratadas com H2SO4 por 90 min apresentaram conteido menor de proteinas
(Fig. 3.5F e 3.5G) em relagdo as imagens das células endospérmicas de sementes dos
tratamentos controle (Fig. 3.5A), escarificacdo mecanica (Fig. 3.5B), escarificacdo com
embebicdo por 6 h (Fig. 3.5C), escarificagdo com embebicdo por 12 h (Fig. 3.5D) e

escarificacdo quimica com Hz2SO4 por 45 min (Fig. 3.5E).
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Figura 3.7- Média £ EP (n = 4), Médias seguidas das mesmas letras mindsculas ndo diferiram entre si a
5% (*) de significancia pelo teste de Scott-Knott. Atividade das enzimas (A) Alfa Amilase e
(B) Beta Amilase, e contelido (C) Proteinas Totais, para sementes de Copaifera langsdorffii
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Desf. submetidas aos tratamentos pré-germinativos Controle (Control), Escarificacdo
Mecanica (Mechanical Scarification), Embebidas 6 h (Soaked 6 h), Embebidas 12 h (Soaked
12 h), Embebidas 18 h (Soaked 18 h), Embebidas 24 h (Soaked 24 h), Escarificacdo Mecénica
+ Embebicdo 6h (Mechanical Scarification + Soaking 6h), Escarificacdo Mecénica +
Embebicdo 12 h (Mechanical Scarification + Soaking 12 h), Escarificacdo Mecénica +
Embebicdo 18 h (Mechanical Scarification + Soaking 18 h), Escarificacdo Mecénica +
Embebicéo 24 h (Mechanical Scarification + Soaking 24 h), H2SO4 45’ (H2SO,4 “45”"), H2SO4
90’ (H2S0490”), Escarificagdo Térmica 1’ (Thermal Scarification “1”), Escarificagdo
Térmica 3’ (Thermal Scarification “3”), Choque Térmico (Thermal Shock), Etanol 70% 10’
(Ethanol ““10”), Etanol 70% 20’ (Ethanol “20”") e Etanol 70% 30’ (Ethanol “30”)

3.3.5 Correlagao de Pearson’s

O grafico Heatmap indica que quanto maiores os valores de germinacdo aos 8,
17 e 25 DAS e IVG maiores serdo as taxas de plantulas normais, proteinas totais, o-
amilase e B-amilase. Esses parametros sdo inversamente proporcionais a sementes nao
germinadas, sementes mortas, sementes anormais, plantulas anormais, SOD, CAT, APX,
POX, PPO e MDA (Fig. 3.8). Assim, as sementes de todos os tratamentos preé-
germinativos, exceto o tratamento com &cido sulfdrico por 90 min apresentaram menor

atividade enzimética associada ao estresse e a deterioracao lipidica.
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Figura 3.8 - Grafico Heatmap da correlagéo de Pearsons para todas as variaveis. Germ. (%) 8 DAS
(porcentagem de germinacdo aos oito dias apds a semeadura), Germ. (%) 17 DAS
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(porcentagem de germinacao aos dezessete dias apds a semeadura), Germ. (%) 25 DAS
(porcentagem de germinagdo aos vinte e cinco dias apds a semeadura), Not Germ. (%)
(porcentagem de ndo germinadas), Dead Seeds (%) (porcentagem de sementes mortas),
Normal Seedlings (%) (porcentagem de plantulas normais), Abnormal Seedlings (%)
(porcentagem de plantulas anormais), GSI (indice de velocidade de germinagéo), SOD
(superdxido dismutase), CAT (catalase), APX (ascorbato peroxidase ), POX (peroxidase
inespecifica), PPO (polifenol oxidase), MDA (Malondialdeido), Total Proteins (proteinas
totais), Alpha Amylase (alfa amilase) e Beta Amylase (beta amilase) em diferentes lotes de
C. langsdorffii

3.4 Discussao

As pesquisas indicam que a maioria das espécies ortodoxas apresenta um padréao
trifasico para germinacao, sendo a fase | caracterizada pela rapida embebicdo e ganho de
massa pela semente, fase Il com reducéo da hidratacdo e pouco ganho de massa e fase Ill,
caracterizada por discreta retomada na absorcdo de dgua e ganho de massa, finalizando
com a protrusao radicular (Bewley et al., 2013; Marcos Filho, 2015; Ledo-Araujo et al.,
2020; Medeiros, R. et al., 2022). Sementes de C. langsdorffii sdo ortodoxas e quando
submetidas ao tratamento pre-germinativo de escarificacdo mecéanica do lado oposto do
embrido (lixa) e apresentam o padrdo trifasico observado pela curva de embebigéo
(Pereira,W. et al., 2022).

A germinacédo de sementes de um mesmo lote de C. langsdorffii ndo é uniforme,
sendo baixa a probabilidade germinarem em um mesmo intervalo de tempo (Pereira, R.
et al., 2009; Santana, D. et al.,, 2016). Tratamentos pré-germinativos promovem
uniformizacdo da germinacdo em sementes de C. langsdorffii em um periodo menor
(Santana, D. et al., 2016).

A escarificacdo mecéanica do lado oposto do embrido proporciona maiores
porcentagens de germinacdo em sementes com dorméncia tegumentar, pois facilita o
processo de embebicéo pela semente, processo primordial para o processo germinativo
(Santana, D. et al., 2016; Silva, R. et al., 2021; Medeiros, R. et al., 2022).

A imersdo em 4&cido sulfurico em periodo curto proporciona aumento das
porcentagens de germinacédo e IVG (Guerra et al., 2006; Bezerra et al., 2012). O presente
estudo concorda com os autores anteriores, pois a imersdo em cido sulfarico por quarenta
e cinco minutos proporcionou porcentagens de germinacdo e 1VG superiores entre 0s
tratamentos pré-germinativos testados.

Sementes em processo de deterioracdo apresentam aumento do contetdo de

malondialdeido (MDA), pois 0 MDA é um produto da peroxidacdo de lipidios (Deuner
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et. al., 2011; Medeiros, R. et al., 2022). Os dados desse estudo referentes ao contetido de
MDA indicam aumento da peroxidacdo de lipidios e, consequentemente, do conteudo de
MDA em razdo da deterioracdo das sementes de C. langsdorffii provocadas pelo H2SO4
em tempo prolongado.

Sementes que apresentaram aumento do contetido de SOD apresentam maiores
niveis de CAT (Medeiros, R. et al., 2022). A enzima superoxido dismutase (SOD) atua
como primeira linha de defesa contra as espécies reativas de oxigénio (EROs) (Mittler,
2002; Gill e Tuteja, 2010). Porém, com a atividade da SOD, é produzido o peroxido de
hidrogénio (H20-), o qual é nocivo para as células. A enzima catalase (CAT) eleva sua
atividade para eliminar o H>O, convertendo-o em moléculas de agua e gas oxigénio
(Scandalios, 2005).

As enzimas peroxidase do ascorbato (APX) e peroxidase inespecifica (POX)
também atuam eliminando o H20O_ do conteudo celular (Bailly, 2004; Freitas et al., 2008).
A APX elimina o H,O; através do ciclo glutationa-ascorbato (Bailly, 2004), e sua
presenca esta relacionada com a capacidade de as plantas desenvolverem meios de
tolerar o estresse, especialmente pela eliminacdo de EROs (Comlekcioglu et al., 2022; Mei
e Song, 2010). A POX atua catalisando reag0es oxidativas em plantas ao utilizar o H2O:
como substrato, ou 0 O2 como aceptor de hidrogénio (Freitas et al., 2008; Medeiros, R.
et al., 2022). Nosso estudo também demonstrou que com o0 aumento da SOD a atividades
das enzimas CAT, APX e POX aumentam para eliminar o H.O> do contetdo celular

A enzima polifenoloxidase (PPO), promovendo a oxidacdo de compostos
fenolicos, convertendo-os em quinonas (Amorim e Josephson, 1975). O presente estudo
concorda com o0s autores anteriores, sendo observada maior atividade da PPO no
tratamento com imerséo das sementes em H>SO4 por noventa minutos.

As atividades das enzimas a-amilase e 3-amilase hidrolisam os carboidratos do
tecido de reserva da semente, disponibilizando substancias para o embrido em
desenvolvimento (Oliveira et al., 2013). Sementes com maior atividade dessas enzimas
apresentam maior poder de germinacgdo e qualidade fisiologica superior (Medeiros, R. et
al., 2022). A imersdo em acido sulfarico em tempo prolongado reduz a qualidade de
germinacdo das sementes de C. langsdorffii por apresentar menor atividade de o-amilase

e B-amilase.
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3.5 Conclusoes

A dorméncia das sementes de C. langsdorffii pode ser superada de forma eficaz
com sua escarificacdo do lado oposto do embrido, agilizando e viabilizando a producéo
de mudas para reflorestamento e recuperacdo de areas degradadas.

A escarificacdo quimica com a imersdo das sementes em H>SO4 por quarenta e
cinco minutos também se mostrou eficiente, porém o H>SO4 ndo é acessivel e traz risco
a saude de quem o manuseia por ser um produto altamente corrosivo.

A escarificacdo quimica com a imersdo das sementes em H>SO4 por noventa
minutos produziu alteracGes celulares deletérias as sementes, com diminuicdo do
conteddo de proteinas, menor atividade das enzimas a-amilase e B-amilase, as quais estéo
relacionadas ao poder de germinagdo, aumento do estresse pela deteccdo elevada das
enzimas do sistema antioxidante SOD, CAT, APX, POX e PPO e elevado contetdo de
MDA, formado pela peroxidacao de lipidios.

Portanto, as enzimas a-amilase, p-amilase, SOD, CAT, APX, POX e PPO e 0
contetdo de MDA sdo importantes indicadores de qualidade em sementes apods

tratamentos pré-germinativos.
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4 CAPITULO II

Relacdo entre qualidade fisica, fisioldgica, histoquimica e bioquimica
em sementes de diferentes matrizes de Copaifera langsdorffii Desf.

(Normas de acordo com o periédico South African Journal of Botany)

RESUMO: Copaifera langsdorffii Desf. € uma espécie arborea pertencente a familia
Fabaceae. As matrizes da espécie podem produzir lotes de sementes distintos, sendo
influenciadas pela genética ou por fatores externos, podendo apresentar uma associagdo
direta com a qualidade fisioldgica relacionada a maiores taxas percentuais de germinacao,
vigor e indice de velocidade de germinacédo (IVG). Portanto, sdo necessarios metodos de
selecdo e avaliacdo sobre a qualidade das sementes C. langsdorffii para a preservacao
desta espécie. Nesse contexto, objetivou-se investigar diferencas na qualidade fisiolégica
em lotes de sementes de C. langsdorffii produzidas por diferentes matrizes e comparar
com as caracteristicas fisicas, histoquimicas e bioquimicas. As imagens radiograficas
mostraram que cerca de 18% das sementes do lote 2 estavam parasitadas por larvas de
insetos e que o estresse provocado pela infestacdo reduziu a qualidade do lote de
sementes, sendo comprovado pelos ensaios fisioldgicos, obtendo germinagéo, plantulas
normais e IVG inferiores aos do lote de sementes produzidas pelas outras matrizes. A
caracterizacdo anatémica indicou células aumentadas no endosperma do lote 2, uma
caracteristica de resposta a infestacdo e a quantidade reduzida de proteinas na
caracterizagdo histoquimica. A reducdo da qualidade das sementes do lote 2 foi reforcada
com os testes bioquimicos, com menor atividade das enzimas a-amilase e 3-amilase, as
quais estdo relacionadas ao poder germinativo em sementes, atividade superior das
enzimas do sistema antioxidante superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT),
peroxidase do ascorbato (APX), peroxidade (POX) e polifenoloxidase (PPO) e maior
atividade da enzima malondialdeido (MDA), responsavel pela peroxidacdo de lipidios,

resultados que indicam estresse fisiologico. Assim, os lotes de sementes das matrizes que
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ndo apresentaram infestacdo por larvas de insetos apresentaram melhor qualidade,
atestada pelas imagens radiograficas, teste fisiologico, testes de carater anatdmico,
histoquimico e bioquimico. Evitar utilizar sementes provenientes de matrizes com intensa
infestacdo por larvas de insetos garante maiores taxas de germinacdo e vigor de novas
plantas e producdo de mudas vigorosas em viveiros destinados a recomposi¢cdo da

populacéo de C. langsdorffii.

Palavras-chave: Copaiba, germinacdo, estresse, raios-X, enzimas.

4 CHAPTER I

Relationship among physical, physiological, histochemical, and biochemical quality
in seeds from different matrices of Copaifera langsdorffii Desf.

(Standards according to the journal Plants)

Abstract: Copaifera langsdorffii Desf. is an arboreal plant species belonging to the
Fabaceae family. The species matrices can produce different seed batches, being
influenced by genetics or by external factors, and may present a direct association with
the physiological quality related to higher percentage rates of germination, vigor, and
germination speed index (GSI), selection and evaluation methods of the C. langsdorffii
seed quality are needed for preserving this species. In this context, this paper aimed to
investigate differences in physiological quality in batches of C. langsdorffii seeds
produced by different matrices and to compare them with the physical, histochemical, and
biochemical characteristics. The radiographic images showed that about 18% of the batch
2 seeds were parasitized by insect larvae and that the stress caused by the infestation
reduced the quality of the seed batch, as confirmed by the physiological tests, obtaining
germination, normal seedlings, and germination speed index (GSI) lower than those of
the seed batch produced by the other matrices. The anatomical characterization indicated
increased cells in the batch 2 endosperm, a response characteristic to infestation and to
reduced amount of proteins in the histochemical characterization. The seed quality
reduction from batch 2 was reinforced with biochemical tests with lower activity of a-
amylase and p-amylase enzymes, which are related to germination power in seeds, higher
enzyme activity of the antioxidant system superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT),

ascorbate peroxidase (APX), peroxidase (POX), and polyphenol oxidase (PPO), and
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increased activity of the malondialdehyde enzyme (MDA), responsible for lipid
peroxidation, results that indicate physiological stress. Therefore, the seed batches from
the matrices that did not show infestation by insect larvae showed higher quality
confirmed by radiographic images, physiological, anatomical, histochemical, and
biochemical tests. Avoiding the use of seeds from matrices with intense infestation by
insect larvae ensures higher germination and vigor rates of new plants and the production

of vigorous seedlings in nurseries destined to recompose the C. langsdorffii population.

Keywords: Copaiba. Enzymes. Germination. X-rays. Stress.

4.1 Introducéo

A Copaifera langsdorffii Desf. é uma espécie arbdrea neotropical conhecida
popularmente por “copaiba”, “pau-de-6leo” ou apenas “6leo (Arruda et al., 2019;
Carvalho, et al., 2021). E uma espécie muito explorada pelo interesse comercial pela
madeira e 6leoresina utilizado como matéria-prima para industrias farmacéuticas e de
tintas, e que combinado com a alta frequéncia do fogo no bioma do cerrado sua populagédo
tem sido reduzida no Brasil (Santana, et al., 2014; Guidoni-Martins et al., 2021).

A C. langsdorffii possui preferéncia pela reproducédo alégama, produzindo frutos
do tipo legume com uma ou duas sementes. As sementes sdo ovoides e de cor preta
(Rodrigues et al., 2000). E uma espécie de ampla distribuicio no Brasil, podendo ser
encontrada também em paises fronteira como a Argentina e Paraguai (Lorenzi e Matos,
2002; Arruda et al., 2019). Espécies tipicamente aldgamas e com ampla distribuicéo,
produzem alta variabilidade genética, a qual resulta em diferentes aspectos
morfofisioldgicos, definindo o comportamento ecoldgico dos individuos de mesma
espécie, 0 que nao se observa com espécies exdticas (Botrel e Carvalho, 2004).

Os diferentes aspectos morfofisiologicos resultantes da diversidade genética de
espécies nativas, produzem lotes distintos de sementes, 0s quais apresentam diferencas
na sua qualidade fisioldgica (Botrel e Carvalho, 2004). Além disso, clima, nutricdo da
planta, infestacdo de insetos, conteludo de agua da semente e tempo de armazenamento,
sdo fatores que contribuem para diferenca de qualidade ao comparar diferentes lotes
(Bhatia, et al., 2010; Li 2011; Wang, et al., 2012 ).

A tecnologia de raios-X tem sido utilizada na investigacdo das caracteristicas
fisicas internas das sementes, de maneira eficaz e ndo destrutiva (Xia et al., 2019;
Medeiros, A. et al., 2020). Imagem radiografica em sementes € uma importante
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ferramenta na selecdo de lotes de sementes de qualidade, podendo associa-las a aspectos
fisioldgicos, anatdmicos, histoquimicos e bioquimicos (Medeiros, R. et al., 2022).

O potencial econdmico das espécies nativas impde sérias ameacgas aos recursos
genéticos florestais em razdo das atividades humanas, que incluem alteragdes no uso do
solo, desintegracdo de florestas e admissdo de espécies invasoras (Woods et al., 2016;
Wang, T. et al., 2020). Desse modo, métodos de selecdo de sementes de qualidade sdo
importantes para a formacdo de lotes de alto padrdo para producdo de mudas,
possibilitando o reflorestamento e a recomposi¢do da populagdo de C. langsdorffii.

Nesse sentido, objetivou-se investigar diferencas na qualidade fisioldgica em
lotes de sementes de C. langsdorffii produzidas por diferentes matrizes e comparar com

as caracteristicas fisicas, histoquimicas e bioguimicas.

4.2 Material e métodos

4.2.1 Coleta

As sementes de C. langsdorffii foram coletadas diariamente ap6s a dispersdo de
cinco matrizes em novembro de 2020, localizadas no municipio de Rio Verde — GO,
17°52°27.65” S e 50°58°01.42” O. Ap0s a coleta, as sementes foram encaminhadas para
0 Laboratorio de Sementes do Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde onde foi
feita uma selecéo visual, descartando sementes pequenas, com trincas e mal preenchidas.
As sementes coletadas das cinco matrizes formaram cinco lotes de sementes,

denominados lote 1, lote 2, lote 3, lote 4 e lote 5.
4.2.2 Teor de 4gua
Apos a coleta, determinou-se o teor de &gua inicial das sementes pelo método de

estufa a 105+3 °C por 24 h, de acordo com BRASIL (2009), com duas repeticdes por lote

de sementes, o correspondente a, aproximadamente, 10 g.
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Tabela - Teor de &4gua dos lotes de sementes de C. langsdorffii Desf.

Lote % de teor de agua em base imida
10,82
10,22
11,70
8,86
10,19

O WN -

4.2.3 Curva de embebicao

Para compreender o comportamento de embebicdo das sementes de C.
langsdorffii, foi feito o teste de curva de embebigcdo com as sementes produzidas pelas
cinco matrizes. A curva de embebicdo foi feita com quatro repeti¢des contendo vinte e
cinco sementes acondicionadas sobre duas folhas do papel germitest e cobertas por uma
terceira folha previamente umedecidas com agua destilada no volume de 2,5 vezes a
massa do papel. Em seguida, foi feita a confecgéo dos rolos de papel, que foram colocados
em sacos plésticos e depositados em camera de germinacdo a 25 °C, com fotoperiodo de
12 h. Procedeu-se entdo a uma curva de embebi¢cdo com pesagem sistematica em balanca
analitica com trés casas decimais, de trés em trés horas, das 6 a zero h, ndo sendo feitas
pesagens entre zero e 6 h. As pesagens foram finalizadas ap6s 294 h do inicio do teste,
quando 50% das sementes apresentaram protrusdo radicular com pelo menos um
milimetro de radicula. Os resultados foram expressos em ganho de massa na forma de

gréfico.

4.2.4 Testes fisioldgicos

Como tratamento pré-germinativo, foi feita a escarificacdo das sementes do lado
oposto do embrido com auxilio de folha de lixa nimero 120, uma vez que as sementes de
C. langsdorffii apresentam dorméncia tegumentar observada em estudos anteriores. A
germinacdo das sementes foi feita em rolos de papéis germitest, contendo vinte sementes
cada. As folhas de papel germitest foram umedecidas com agua destilada, no volume de
2,5 vezes a massa do papel (Brasil, 2009). Em seguida, as sementes foram acondicionadas
sobre duas folhas do papel germitest e cobertas por uma terceira folha para a confecgédo
dos rolos de papel. O teste de germinagdo foi feito em delineamento inteiramente
casualizado com quatro repeticdes. Cada repeticdo consistia em um saco pléstico com

quatro rolos de papel, que foram depositados em cadmera de germinacgdo a 25 °C, com
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fotoperiodo de 12 h. O critério adotado para o céalculo de sementes germinadas foi quando
a radicula da semente apresentava um milimetro de comprimento. Os tratamentos foram
avaliados no 4° e no 10° dia ap0s a semeadura para sementes germinadas e sementes nao
germinadas e no 15° dia apdés a semeadura para sementes germinadas, sementes ndo
germinadas, sementes mortas, plantulas normais e plantulas anormais.

Calculou-se o Indice de Velocidade de Germinagdo (IVG) pelo somatério de
sementes germinadas a cada dia, dividido pelo nimero de dias decorridos entre a

semeadura e a germinagéo, de acordo com Maguire (1962).

4.2.5 Imagens radiograficas

As imagens radiograficas foram feitas com o aparelho LX-60 da Faxitron X-Ray
Corporation, modelo 43855A. As sementes produzidas pelas cinco matrizes de C.
langsdorffii foram previamente fixadas em folha transparéncia com fita dupla face e
numeradas sequencialmente, perfazendo 20 sementes em cada folha transparéncia. Foram
confeccionadas 55 transparéncias, totalizando 1100 sementes radiografadas com
intensidade de 30 Kvs por 10 s. As imagens salvas foram analisadas pelo software
ImageJ® para mensuracéo da area, perimetro, circularidade, densidade relativa, niveis de
cinza e preenchimento. O teste de raios-X foi feito empregando o delineamento

inteiramente casualizado, com quatro repeticdes

4.2.6 Caracterizacdo morfoanatdmica das sementes

Para a analise morfoanatémica, foram coletadas amostras de 2 cm? da regido do
endosperma das sementes de C. langsdorffii de quatro repeticdes das sementes oriundas
das cinco matrizes. O material vegetal foi fixado em Karnovsky (1965), por 24 h. Ap6s
esse periodo, as amostras foram pré-lavadas em tampdo fosfato (0,1 M, pH 7,2) e
desidratadas em série etilica crescente (30% a 100%), pré-infiltradas e infiltradas em
historesina (Leica, Alemanha), conforme recomendac6es do fabricante. Posteriormente,
as amostras foram seccionadas transversalmente a 5 um de espessura em microtomo
rotativo (Modelo 1508R, Logen Scientific, China) e os cortes, corados com azul de
toluidina - coloragao policromatica (0,05% tampao fosfato 0,1 M, pH 6,8) (O’Brien et al.,

1964). A deteccdo de proteinas totais foi feita com coloracdo de Xylidine ponceau (XP)
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(O’Brien e McCully, 1981). As imagens foram obtidas pelo microscépio Olympus

(BX61, Tokyo, Japdo), acoplado a uma camera DP-72, utilizando opg¢édo de campo claro.

4.2.7 Determinagéo da atividade de enzimas do sistema antioxidativo

Amostras contendo aproximadamente metade da semente de C. langsdorffii das
cinco matrizes progenitoras foram armazenadas individualmente em papel aluminio e
imersas em nitrogénio (N2) liquido para congelamento instantaneo e armazenamento para
posterior analise.

Para a extracdo do extrato enzimatico utilizado para determinar a atividade das
enzimas a-amilase (EC 3.2.1.1) e B-amilase (EC 3.2.1.2), superoxido dismutase (SOD)
(EC 1.15.1.1), catalase (CAT) (EC 1.11.1.6), peroxidase do ascorbato (APX) C
1.11.1.11), e peroxidases (POX) (EC 1.11.1.7), polifenoldxidase (PPO) (EC 1.10.3.1),
0,300 g de sementes foram maceradas com N2 liquido e homogeneizadas em 2 mL de
tampédo fosfato de potassio 50 mM (pH 6,8), contendo acido etilenodiaminotetracéetico
(EDTA) 0,1 mM, fluoreto de fenilmetilsulfonico (PMSF) 1 mM e polivinilpirrolidona
(PVP) 5% (m/v). Ap6s o procedimento de extracdo, os homogeneizados foram
centrifugados a 12000 x g, por 15 min, a 4 °C, e os sobrenadantes utilizados como extrato
para as determinacfes enzimaticas. O delineamento experimental foi o inteiramente
casualizado com quatro repeti¢Ges para cada enzima.

A atividade da a-amilase foi determinada com a adi¢do de 250 pL do
sobrenadante obtido adicionado a um meio de reagdo contendo 150 pL de CaClz 3 mM,
incubado a 70 °C por 5 min, para inativagao da B-amilase. Uma aliquota de 250 uL de
extrato de inativagdo da -amilase foi adicionada a 500 uL de tampao citrato de sodio
100 mM, pH 5,0 e 250 puL de solucdo de amido a 1 %, incubados a 30 °C. Apos 5 min, a
reacdo foi interrompida pela adicdo de 2 mL do reagente de leitura [4cido 3,5-
dinitrosalicilico 1% (DNS), NaOH 2M, tartarato de sodio e potassio] e aquecida a 50 °C
por 5 min e, em seguida, diluido em 4 mL de &gua destilada (Tarrago e Nicolas, 1976;
Bernfeld, 1955; Kishorekumar et al., 2007).

A determinagdo da atividade da enzima B-amilase foi iniciada pela adi¢do de 180
pL de extrato enzimatico a um meio de reagdo contendo 110 uL. de EDTA 0,1 M para
inativagdo de a-amilase. Uma aliquota de 250 pL de extrato de inativacao da a-amilase

foi adicionada a 500 pL de tampao citrato de sédio 100 mM, pH 5,0 ¢ 250 pL de solugao
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de amido a 1%, incubados a 30 °C por 5 min. Apds, foram adicionados 2 mL de reacao
de leitura [acido 3,5-dinitrosalicilico 1% (DNS), NaOH 2M, tartarato de sodio e potassio]
e aquecido a 50 °C por 5 min e, em seguida, diluido conforme descrito acima.

Os agtucares redutores formados pela agdo da a- ¢ B- amilase foram quantificados
pela leitura da absorbancia em 540 nm. e os calculos, feitos utilizando a curva padrdo de
maltose 0,5 mg/mL (Tarrago e Nicolas, 1976; Bernfeld, 1955; Kishorekumar et al., 2007).

A atividade da SOD foi determinada pela adi¢ao de 60 puL do extrato de sementes
em uma mistura de reagdo constituida de tampdo fosfato de soédio 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), totalizando 2 mL. A reacdo ocorreu a 25 °C sob iluminacgéo
de ldampadas de 15 W. Apds 10 min de exposi¢édo a luz, a iluminacéo foi interrompida e a
formazana azul produzida pela fotoreducdo do NBT foi medida em espectrofotometro
(Evolution 60, Thermo Fisher Scientific Inc., Massachusetts - EUA), a 560 nm
(Giannopolitis e Ries, 1977). Uma unidade da SOD foi definida como a quantidade de
enzima necessaria para inibir em 50% a fotoreducdo do NBT (Beauchamp e Fridovich,
1971). A atividade da SOD foi expressa em unidade de SOD/min/mg de maltose/mg de
proteina.

A atividade da catalase (CAT) foi determinada de acordo com Cakmak e
Marschner (1992), usando um coeficiente de extingio molar de 36 M cm™ (Anderson et
al., 1995). A atividade da CAT foi expressa em pumol min™t mg? de proteina.

A atividade da APX foi determinada pelo método de Nakano e Asada (1981). A
mistura de reacdo foi constituida de tampdo fosfato de potassio 50 mM (pH 6,8), H20, 1
mM e ascorbato 0,8 mM, em um volume de 1 mL. A reacdo foi iniciada pela adicéo de
15 uL do extrato obtido da semente, e a atividade foi medida pela oxidacdo do H20:
dependente do ascorbato a 290 nm, durante 1 min, a 25 °C. O coeficiente de extingédo
molar de 2,8 mM™ cm™ (Nakano e Asada, 1981) foi utilizado para calcular a atividade da
APX, a qual foi expressa em pmol min*t mg? de proteina.

A atividade da enzima peroxidase (POX) foi determinada pela oxidacdo do
pirogalol, de acordo com a metodologia proposta por Kar e Mishra (1976). A mistura de
reacdo foi constituida de tampé&o fosfato de potassio 25 mM (pH 6,8), pirogalol 20 mM e
H>02 20 mM em um volume de 2 mL. A reagdo foi iniciada pela adi¢do de 15 pL do
extrato obtido das sementes e a atividade foi determinada pelo consumo de H2O; a 420
nm, durante 1 min, a 25 °C. O coeficiente de extingdo molar de 2,47 mM* cm™ (Chance
e Maehley, 1955) foi usado para calcular a atividade da POX, a qual foi expressa em pmol
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de purpurogalina produzida min® mg? de proteina. A atividade da PFO foi determinada
da mesma forma que a da POX, com excecdo do H>O, que foi omitido da mistura de
reacao.

A atividade do polifenoloxido se (PPO) foi determinada de acordo com Kar e
Mishra (1976). Um coeficiente de extingdo molar de 2,47 mM™ cm™ (Chance e Maehley
1955) foi usado para calcular a atividade de PPO, que foi expressa como pmol de
purpurogalina produzida pmol min* mg™ de proteina.

As concentracOes de proteinas totais em cada amostra foram determinadas pela
adicdo de 10 pL dos extratos brutos usados para determinar as atividades enzimaticas da
semente em 1190 L de solucéo de Bradford, seguido por determinagdes de absorbancia
a 595 nm (Bradford 1976), expressa em mg g de massa freca.

Os danos celulares foram avaliados pela peroxidacdo de lipideos por meio de
MDA, conforme descrito por Cakmak e Horst (1991). Amostras de sementes de cada
repeticdo foram maceradas em almofariz em N liquido até a obtenc¢éo de um po fino. O
po obtido foi homogeneizado em 2 mL constituido de &cido tricloroacético (TCA) 1%
(m/v). O homogeneizado foi centrifugado a 12000 x g, durante 15 min, a 4 °C. Ap0Gs
centrifugacdo, 0,5 mL do sobrenadante foi adicionado a 1,5 mL da solucdo de &cido
tiobarbitarico 0,5% (m/v) (preparado em 20% (m/v) de TCA) e incubado em banho maria
a 95 °C, por 30 min. Apds esse periodo, a reacdo foi parada em banho de gelo. As amostras
foram centrifugadas a 9000 x g, por 10 min e a absorbancia especifica do sobrenadante
foi determinada a 532 nm. A absorbancia inespecifica foi mensurada a 600 nm e subtraida
do valor da absorbancia especifica. A concentracdo de MDA foi calculada usando o
coeficiente de extingdo de 155 mM™ cm™ e foi expressa em nmol g* de massa fresca
(Heath e Packer, 1968).

4.2.8 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia pelo teste F e quando foram
observados efeitos significativos procedeu-se a comparacdo das médias pelo teste Tukey
(p<0,05) com auxilio do software estatistico Sisvar (Ferreira, 2019). Os graficos da curva
de embebicdo, do teste de germinacdo, das variaveis fornecidas pelas imagens
radiogréficas e da bioquimica foram feitos pelo software computacional SigmaPlot 12.0®

(Systat Software Inc., California, EUA). Foi aplicada a correlacdo de Pearson para todas
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as variaveis e gerado grafico heatmap com o software computacional GraphPad Prism
8.0 (GraphPad Prism Inc., Califérnia, EUA).

4.3 Resultados

4.3.1 Curva de embebicéo

A curva de embebicdo dos lotes de sementes de C. langsdorffii demonstrou o
padrdo trifasico do processo germinativo, havendo um maior ganho de massa nas
primeiras horas (fase 1), fase 1l (estacionaria) com pouco ganho em massa e fase Il com
novo aumento de massa, finalizando com protrusdo radicular. Foi observado que nas

sementes do lote 2 0 ganho em massa foi mais lento (Fig. 4.1).

22 4

Massa (g)

Matriz 1
—— Matriz 2
—— Matriz 3

Matriz 4
—— Matriz 5

0 50 100 150 200 250
Tempo de Embebigao (h)

Figura 4.1- Ganho de massa em sementes de diferentes lotes de Copaifera langsdorffii, em funcéo do
tempo de embebicdo

4.3.2 Teste de germinacgéo

As médias de germinacdo dos lotes de sementes ndo apresentaram alteragdes na
porcentagem de germinacdo aos quatro dias apos a semeadura (G% 4 DAS), porém
quando foi avaliada a porcentagem de germinacdo aos dez dias ap06s a semeadura (G% 10
DAS) e aos 15 dias apds a semeadura (G% 15 DAS), houve diferencas, tendo o lote 2
obtido a menor média aos 10 e 15 DAS em relacédo aos lotes 1, 3, 4 e 5, respectivamente
(Fig. 4.2A, 4.2B e 4.2C).

Além da porcentagem de germinagdo aos 15 DAS, foram avaliadas também a
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porcentagem de sementes ndo germinadas (SNG%), porcentagem de sementes mortas
(SM%), porcentagem de plantulas normais (PN%) e porcentagem de plantulas anormais
(PA%) (Fig. 2D, 2E e 2F). Mesmo com o procedimento de escarificagdo mecénica do
lado oposto do embrido, persiste uma média de 8% de sementes com dorméncia no lote
2, diferindo dos outros lotes, que ndo apresentaram sementes ndo germinadas (Fig. 4.2D).

Foram observadas sementes mortas com extravasamento do conteudo
intracelular para todas as arovores de C. langsdorffii, no entanto, ndo houve diferenca
para a variavel SM%, porém, foram observadas no lote 2, 23,08%, 19,23%, 38,46% e
42,31% mais sementes mortas que os lotes 1, 3, 4 e 5, respectivamente (Fig. 4.2E). Para
a variavel plantulas normais, as médias apresentaram diferenca, tendo o lote 2
apresentado 42,82%, 40,06%, 42,65% e 47,21% em relacdo aos lotes 1, 3 4 e 5,
respectivamente (Fig. 4.2F). Assim como observado para plantulas normais, as médias da
varidvel plantulas anormais também indicaram diferenca, tendo o lote 2 apresentado a
maior média em comparacao com os lotes 1, 3, 4 e 5, que obtiveram 75,70%, 68,22%,
75,23% e 89,25% mais plantulas anormais, respectivamente (Fig. 4.2G).

Houve também diferenca para variavel indice de velocidade de germinacao
(IVG). O lote 2 teve média 16,76%, 18,30%, 24,14% e 25,24% inferior em rela¢do aos
lotes 1, 3, 4 e 5, respectivamente (Fig. 4.2H). O teste de germinacdo indica que o lote 2
tem sementes com qualidade fisiologica inferior em relacdo aos outros lotes de sementes
de C. langsdorffii.

Os lotes de sementes de C. langsdorffii foram coletados de matrizes localizadas
na mesma regido, experimentando, portando, o mesmo tipo de solo e as mesmas
condicdes climaticas, estando aparentemente saudaveis, assim o desempenho fisiologico
inferior observado no teste de germinacdo (Fig. 4.2A, 4.2B, 4.2C, 4.2D, 4.2E, 4.2F, 4.2G

e 4.2H) pode ter sido causado pela diferenca genética entre as matrizes.
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Figura 4.2 - Média £ EP (n = 4), Médias seguidas das mesmas letras mindsculas ndo diferiram entre si a
5% (*) de significancia pelo teste de Tukey. (A) Porcentagem de germinacéo aos 4 dias apds

a semeadura (Germ. (%) 4 DAS), (B) porcentagem de germinacao aos 10 dias apds a
semeadura (Germ. (%) 10 DAS), (C) porcentagem de germinacdo aos 15 dias apés a
semeadura (Germ. (%) 15 DAS), (D) porcentagem de sementes ndo germinadas (Not Germ.
(%)), (E) porcentagem de sementes mortas [Dead Seeds (%)], (F) porcentagem de plantulas
normais (Normal Seedling (%)), porcentagem de plantulas anormais (Abnormal Seedling (%)
e indice de velocidade de germinagdo (GSI) em diferentes lotes de sementes de Copaifera
langsdorffii Desf

4.3.3 Imagens radiograficas

A Figura 4.3 mostra as imagens radiograficas das sementes provenientes das

cinco matrizes de C. langsdorffii. As setas amarelas nas Figuras 4.3D, 4.3E, 4.3F, 4.3],
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4.3K e 4.3M indicam uma infestacdo de larvas de insetos do género Coleoptera,
parasitando cerca de 18% das sementes radiografadas do lote 2 (Fig. 4.3D, 4.3E e 4.3F)
e danos morfoldgicos (Fig. 4.3H). As sementes do lote 2 apresentaram baixa densidade
relativa e niveis de cinza (Fig. 4.4D e 4.4E), afetando sua qualidade fisioldgica, o que é
explicado pelo baixo desempenho no teste de germinagdo (Fig. 4.2A, 4.2B, 4.2C, 4.2D,
4.2E, 4.2F, 4.2G e 4.2H).

Os dados da variavel area apontaram que as sementes do lote 3 apresentam area
superior em relacdo aos lotes 1, 2, 4 e 5, sendo que o lote 1 diferiu dos outros lotes com a
menor area, sendo observada area 23,99% inferior ao lote 3 (Fig. 4.4A).

Resultados similares foram observados para a variavel perimetro das sementes,
em que sementes do lote 3 apresentaram 7,48%, 7,67% e 7,02% perimetro superior em
relacdo aos lotes 2, 4 e 5, respectivamente. As sementes do lote 1 destacaram-se por
apresentar o menor perimetro em relagdo aos outros lotes, 12,96% inferior ao lote 3 (Fig.
4.4B).

As sementes dos lotes 1, 3 e 5 mostraram-se mais proximas a um circulo, sendo
superiores aos lotes 2 e 4. As sementes oriundas do lote 2 divergiram das sementes dos
outros lotes, apresentando serem menos circulares, sendo 1,85%, 1,74% e 1,74% inferior

em circularidade que as sementes dos lotes 1, 3 e 5, respectivamente (Fig. 4C).



58

Figura 4.3 - Imagens radiograficas de sementes de Copaifera langsdorffii Desf. - (A, B e C) sementes da
matriz 1; (D, E e F) sementes da matriz 2; (G, H e I) sementes da matriz 3; (J, Ke L)
sementes da matriz 4; (M, N e O) sementes da matriz 5

O lote de sementes 1 foi superior para as variaveis densidade relativa, niveis de

cinza e preenchimento. Este lote se apresentou superior 12,39%, 12,70% e 16,92% para
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densidade relativa, 18,04%, 18,25% e 21,59% % para 0s niveis de cinza e 2,08%, 2,28%
e 2,60%% para o preenchimento das sementes em comparacao aos lotes 3, 4 e 5 (Fig.
44D, 4.4E e 4.4F).

O lote 2 diferiu dos outros lotes, sendo inferior para as variaveis densidade
relativa, niveis de cinza e preenchimento. Para essas variaveis, o lote 2 foi inferior 38,67%
para densidade relativa, 45,66% para os niveis de cinza e 14,42% para o preenchimento
das sementes, em comparacao com o lote 1, que foi superior aos outros lotes (Fig. 4.4D,
4.4E e 4.4F).

As variaveis densidade relativa, niveis de cinza e preenchimento de semente
estdo relacionados com a qualidade fisica das sementes. Os dados dessas variaveis
indicaram que o lote 2 apresenta baixa qualidade fisica, o que foi provado com o teste de
germinacao, em que as sementes do lote 2 tiveram desempenho inferior (Fig. 4.2A, 4.2B,
4.2C, 4.2D, 4.2E, 4.2F, 4.2G e 4.2H).
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4.3.4 Caracterizacdo anatbmica e histoquimica das sementes

Foi observado em campo que a matriz que formou o lote 2 de sementes de C.
langsdorffii sofreu intensa infestacdo de larvas de insetos, promovendo estresse no
periodo da maturagdo de suas sementes, 0 que produziu alteracdes significativas nas
células do endosperma (Fig. 4.5C), quando comparadas com os lotes 1, 3, 4 e 5 (Fig.

4.5A, 4.5E, 4.5G e 4.51). Na caracterizacdo anatdmica, as células das sementes do lote 2
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apresentam-se maiores (Fig. 4.5C), sendo este sintoma caracteristico de uma infeccédo
provocada pela defesa do organismo ao estresse.

O teste de proteina também demonstrou que os lotes 1, 3, 4 e 5 apresentaram maior
acumulo de proteinas nas células (Fig. 4.5B, 4.5F, 4.5H e 4.5]), sendo que as células
endospérmicas do lote 2 mostraram menor acumulo de proteinas (Fig. 4.5D). Logo, é
evidente que as sementes do lote 2 tém qualidade inferior, comprovado pela
caracterizacdo anatbmicae peloactimulo de proteinas (Fig. 4.5C e 4.5D), o que confirma
os resultados do teste de germinacdo (Fig. 4.2A, 4.2B, 4.2C, 4.2D, 4.2E, 4.2F, 4.2G e
4.2H) e dos dados fornecidos pelo software ImageJ® (Fig. 4.4A, 4.4B, 4.4C, 4.4D, 4.4E e
4.4F).
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Copaifera langsdorffii Desf. - (A-B) matriz ; (C-D) matriz 2; (E-F) matriz 3; (G-H) matriz 4;
(1-J) matriz 5; Setas amarelas indicam acimulo de proteinas

4.3.5 Anaélises bioquimicas



62

O contetdo de malondialdeido (MDA) no lote 2 foi superior em 49,59%,
54,89%, 32,45% e 46,57% em relacdo ao contetdo dos lotes 1, 3, 4 e 5, respectivamente
(Fig. 4.6A). O nivel mais elevado de MDA no lote 2 provavelmente ocorreu em razdo da
peroxidacgdo de lipidios. Dessa forma, caracteriza processo de deterioragcdo nas sementes
do lote 2, que foram submetidas a estresse oxidativo.

O conteudo das enzimas do sistema antioxidante, superoxido dismutase (SOD),
catalase (CAT), peroxidade do ascorbato (APX), peroxidade (POX) e polifenoloxidase
(PPO) mostrou diferenca entre as médias dos lotes de sementes, tendo o lote 2 apresentado
mais contetdo dessas enzimas em comparagdo com os outros lotes (Fig. 4.6B, 4.6C,
4.6D, 4.6E e 4.6F). Estes dados indicam que o lote 2 passou por estresses ocasionados
pelos efeitos deletérios das espécies reativas de oxigénio (EROs).

Os niveis da enzima SOD, responsavel pela eliminacdo da toxicidade promovida
pelas EROs, foram superiores 85,04%, 77,91%, 73,63% e 77,67% aos niveis detectados
dos lotes 1, 3, 4 e 5, respectivamente (Fig. 6B). A medida que a SOD atua eliminando a
toxidade das EROs, sua atividade gera o subproduto peroxido de hidrogénio (H205),
sendo a CAT responsavel pela sua eliminagdo, convertendo-o em moléculas de agua,
comportamento observado pela alta atividade da CAT no lote 2, sendo maior 79,72%,
59,23%, 90,67% e 81,54% que o conteudo observado nos lotes 1, 3, 4 e 5, respectivamente
(Fig. 4.6C).

A APX também é responsavel pela eliminacdo de H.O,, com deteccdo 73,70%,
66,76%, 84,68% e 75,14% maior que as sementes dos lotes 1, 3, 4 e 5, respectivamente,
0 que pode estar relacionado ao armazenamento dessas enzimas em compartimentos
celulares para eliminagéo de H202 quando sob estresse (Fig. 4.6D).

No lote 2 foi detectado 63,54%, 89,50%, 90,05% e 88,95% mais contetdo da
enzima POX ao comparar com os lotes 1, 3, 4 e 5, respectivamente. Esse contetdo
elevado da POX indica que esta enzima esta catalisando a oxidacdo de algum substrato,
como, por exemplo, compostos fenolicos e o aminoacido tirosina, utilizando o poder
oxidante do H202 (Fig. 4.6E).

A enzima PPO encontra-se armazenada nos vacuolos e em processo da
deterioracdo catalisa reagcdes de escurecimento enzimatico. Foi observado que no lote 2
os niveis da PPO foram superiores 74,41%, 91,47%, 91,94% e 86,73% aos lotes 1, 3,4 e
5, respectivamente (Fig. 4.6F).

Foi observado que o lote 2 apresentou menor conteldo para as enzimas o-

amilase e f-amilase, sendo inferior 54,24%, 49,12%, 48,84% e 47,94% em comparagao
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com o contetdo de a-amilase dos lotes 1, 3, 4 e 5, respectivamente e inferior 59,07%,
56,35%, 56,40% e 50,67% em relacdo ao conteudo de -amilase para os lotes 1, 3, 4 e 5,
respectivamente (Fig. 4.6G e 4.6H). Essas enzimas hidroliticas estdo intimamente
relacionadas com a qualidade fisioldgica e o poder germinativo das sementes, portanto,
os resultados do baixo contetido de a-amilase e B-amilase (Fig. 4.6G e 4.6H) confirmam
a qualidade inferior do lote 2 ao comparar com os outros lotes investigados nesse estudo.
A menor quantidade de proteinas foi novamente detectada nas sementes do lote
2, sendo 41,30%, 44,87%, 43,05% e 53,76% inferior a quantidade encontrada nas
sementes nos lotes 1, 3, 4 e 5, respectivamente (Fig. 4.61), resultado esse que confirma a
imagem da Figura 4.5D, mostrando células com menor contetido em comparacao com as
células das sementes dos lotes 1 (Fig. 4.5B), 3 (Fig. 4.5F), 4 (Fig. 4.5H) e 5 (Fig. 4.5J).
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nos diferentes lotes de sementes de Copaifera langsdorffii Desf.
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4.3.6 Correlagao de Pearson’s

O gréfico Heatmap (Fig. 4.7) indica que, quanto maior os valores de germinagao
aos 4, 10 e 15 DAS, maiores serdo as taxas de plantulas normais, IVG, area perimetro,
circularidade, densidade relativa, média de cinzas, preenchimento, a-amilase, p-amilase
e proteinas totais. Esses parametros sdo inversamente proporcionais a sementes ndo
germinadas, sementes mortas, plantulas anormais, SOD, CAT, APX, POX, PPO e MDA
(Fig. 4.7). Assim, o lote 2 de sementes de C. langsdorffii apresentou maior conteudo de

enzimas associadas ao estresse e a deterioragéo lipidica.
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Figura 4.7- Grafico Heatmap da correlagdo de Pearson para todas as variaveis. Germ. (%) 4 DAS
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4.4 Discussao

Sementes de C. langsdorffii apresentam o padrdo trifdsico do processo
germinativo, assim como a maioria das espécies ortodoxas (Perreira et al., 2022). O
padrdo trifasico de germinagdo também foi observado no presente estudo para diferentes
lotes de sementes produzido por diferentes matrizes.

Lotes de sementes de C. langsdorffii apresentam diferencas em sua qualidade
devido a variabilidade genética entre os individuos de uma populacédo (Pinto et al., 2004;
Costa et al., 2012; Carvalho et al., 2010). O estresse provocado por fatores bioticos ou
abidticos no ecossistema em plantas no periodo de maturacdo das sementes, pode ter um
impacto devastador, reduzindo a qualidade fisiologica das sementes (Bhatiaet al.,
2010; Li 2011; Wang et al., 2012).

Deng et al., (2022) observou que o estresse bidtico em plantas produz sementes
de aparéncia anormal e inferior, além de conterem menos reservas de armazenamento,
como proteinas e polissacarideos. O mesmo foi observado no presente estudo, onde a
matriz 2 que forneceu sementes do lote 2 estava sob estresse bidtico provocado pela
infestacdo de larvas de insetos em seus frutos e sementes, resultando em alteragGes
celulares e pouca reserva de proteinas nas células das sementes (Figs. 5C e D) e (Fig. 61).

InfestacGes causadas por microrganismos ou insetos provocam alteracfes
celulares e dos compostos histoquimicos (Parisi et al., 2018). Essas altera¢des podem ser
observadas através da caracterizagdo anatdmica e histoquimica, a qual € uma importante
ferramenta para caracterizar a qualidade estrutural das sementes (Medeiros et al., 2022).
A preservacdo das estruturas celulares e do conteldo de proteinas nas células esta
relacionado com a maiores taxas de germinacdo em lotes de sementes (Parisi et al., 2018).

As imagens de raios X de sementes, processadas e analisadas pelo software
ImageJ®, identificam sementes com maior qualidade fisica, através da densidade do
tecido em cinza por pixel, em que niveis elevados de cinza podem ser relacionados com
a maior viabilidade e vigor (Medeiros, A. et al., 2020; Medeiros, R. et al., 2022). A
metodologia de avaliacdo de sementes por imagens radiogréaficas € rapida e nao
destrutiva, fornecendo informagdes importantes sobre pardmetros fisicos e fisioldgicos
(Medeiros, A. et al., 2020; Medeiros R. et al., 2022). Desse modo, sementes infestadas
por larvas de insetos do lote 2 com alteragcdes morfoanatomicas (Fig. 4.3D, 4.3E e 4.3F)

foram identificadas de forma rapida e eficaz.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2095311920635948#bib2
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2095311920635948#bib2
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2095311920635948#bib27
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2095311920635948#bib48
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As enzimas a-amilase e f-amilase estéo relacionadas a qualidade das sementes
e sao responsaveis pela mobilizacao de reservas do endosperma para o embrido por meio
da hidrolise de carboidratos (Oliveira et al., 2013; Bewley et al., 2013). Medeiros, R. et
al. (2022) relatam gue sementes com mais poder germinativo apresentam maior atividade
dessas enzimas. As sementes do lote 2 produzidas sob estresse bidtico pela matriz 2 tém
menos contetdo de enzimas a-amilase e B-amilase (Fig. 6G e 6H), sendo observada
menor porcentagem de germinacdo (Fig. 4.2A, 4.2B, 4.2C, 4.2D, 4.2E, 4.2F, 4.2G ¢
4.2H).

As sementes sob estresse oxidativo apresentam maior conteldo da enzima
superdxido dismutase (SOD), sendo essa enzima a primeira linha de defesa contra os
efeitos toxicos das espécies reativas de oxigénio (EROs). Por outro lado, a atividade da
SOD em desfavor das EROs gera um subproduto, o peréxido de hidrogénio (H202), que,
por sua vez, € nocivo para as células. As enzimas catalases (CAT), peroxidase do
ascorbato (APX) e peroxidase inespecifica (POX)elevam sua atividade para eliminar o
H>O> produzido pela atividade da SOD (Das e Roychoudhury, 2014; Wang, Y. et al.,
2017). Nosso estudo mostrou que o aumento dos niveis da SOD proporcionou aumento
do conteddo das enzimas CAT, APX e POX (Fig. 4.6C, 4.6D e 4.6E).

Ao lado do aumento dessas enzimas, a enzima polifenoloxidase (PPO) atua
como defesa secundaria ao regular polifendis. E um mecanismo de desintoxicagio e age
contra a producgdo exagerada de espécies reativas de oxigénio (ROS). A PPO promove a
oxidagdo de compostos fendlicos, convertendo-os em quinonas, sendo, portanto, agentes
redutores de compostos toxicos (Tattini et al., 2004; Hichem et al., 2009).

O malondialdeido (MDA) é produto da peroxidacdo de lipidios, sendo
encontrado em mais quantidade nas sementes em processo de deterioracéo (Deuner et al.,
2011; Medeiros, R. et al., 2022). Os dados desse estudo indicam que as sementes de C.
langsdorffii do lote 2 podem estar em processo de peroxidacao de lipidios por ter maiores
concentracfes de MDA (Fig. 4.6A).

4.5 Conclusoes

A correlacdo de Pearsons indica que a integralidade fisica atestada pelo teste de
raios X estd diretamente associada a melhores aspectos fisiologico, anatémicos e

bioquimicos das sementes. Um importante indicador de germinagédo € o maior conteido
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das enzimas hidroliticas a-amilase e B-amilase encontradas nas sementes dos lotes 1, 3, 4
e 5. Atividades elevadas das enzimas SOD, CAT, APX, POX, PPO e contetdo de MDA
séo importantes indicadores de estresse em lotes de sementes.

Em suma, este estudo revelou importantes descobertas sobre a preservagao e
sobrevivéncia de C. langsdorffii. E importante notar que evitar utilizar sementes
provenientes de matrizes infestadas por larvas de insetos que se alimentam e desenvolvem
dentro das sementes no estagio larval garante maiores taxas de germinacdo e vigor de
novas plantas, producao de mudas vigorosas em viveiros destinados a recomposi¢éo desta

espeécie.
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5 CONCLUSAO GERAL

Considerando os achados neste estudo, conclui-se que:

a)

b)

f)

9)

a escarificacdo do lado oposto do embrido ou escarificacdo do lado oposto
do embrido associado a imersdo em agua por no minimo seis horas em
sementes de copaiba supera sua dorméncia de forma eficaz;

escarificacdo quimica com H>SO4 por tempo prolongado gera estresse
oxidativo nas sementes;

a infestacdo de larvas de insetos durante periodo de maturacéo nas sementes
de Copaifera langsdorffii Desf. pode estar associado ao nivel elevado de
estresse fisiologico e fisico;

as imagens radiograficas das sementes compreendem uma importante
ferramenta na selecdo de lotes de sementes;

as enzimas o-amilase e P-amilase sdo indicadoras de qualidade de
germinacgao;

as enzimas SOD, CAT, APX, POX, PPO aumentam sua atividade em
sementes sob estresse; e

0 conteudo de MDA indica degradacdo das sementes por meio da

peroxidacdo de lipidios.



