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RESUMO

Testes rapidos que permitam a avaliacdo do potencial fisiologico sdo pardmetros essenciais para
programas de producédo de sementes e mudas com qualidade. No capitulo 1 foram estabelecidos 0s
parametros de um método de avaliacdo do vigor de sementes de Myracrodruon urundeuva,
Cenostigma pyramidale e Amburana cearensis por meio da analise da producéo de etanol, medida
com etildmetro modificado. O teste de etanol mostrou ser rapido e preciso, permitindo diferenciar
os lotes, assim como os testes de germinacgéo e condutividade elétrica. No capitulo 2 foi avaliado a
aplicacdo combinada de testes fisioldgicos e bioquimicos para determinacao do vigor de sementes
de Anadenanthera colubrina, Pityrocarpa moniliformis, e Mimosa tenuiflora. Os lotes foram
avaliados quanto ao teor de 4gua, germinagdo e vigor (primeira contagem, condutividade elétrica e
teste de etanol) com a medida da atividade da Desidrogenase Alcodlica (ADH). Os testes aplicados
foram eficientes para identificacdo da qualidade fisioldgica das sementes de A. colubrina, P.
moniliformis e M. tenuiflora, contribuindo com os agrupamentos das safras verificadas. No capitulo
3 foi avaliado o potencial do ultrassom como um tratamento de pré-semeadura capaz de expressar
melhor o vigor de lotes de sementes nativas. Sementes de Pityrocarpa moniliformis e Mimosa
tenuiflora foram imersas em agua destilada e submetidas a um pulso ultrassénico de 10 segundos
com poténcias de 20W, 40W e 60W. O condicionamento ultrassénico foi capaz de aumentar
significativamente a germinacdo e vigor de sementes que repercutiu também em um expressivo
comprimento das plantulas.

Palavras-chave: Myracrodruon urundeuva. Cenostigma pyramidale. Amburana cearensis.
Pityrocarpa moniliformis. Mimosa tenuiflora. Etildmetro. Ultrassonico.



ABSTRACT

Rapid tests that allow the assessment of physiological potential are essential parameters for quality
seed and seedling production programs. In chapter 1, the parameters of a method for evaluating the
vigor of seeds of Myracrodruon urundeuva, Cenostigma pyramidale and Amburana cearensis
seeds were established through the analysis of ethanol production, measured with a modified
ethylometer. The ethanol test proved to be fast and accurate, allowing batch differentiation, as well
as germination and electrical conductivity tests. In chapter 2, the combined application of
physiological and biochemical tests was evaluated to determine the vigor of seeds of
Anadenanthera colubrina, Pityrocarpa moniliformis, and Mimosa tenuiflora. The lots were
evaluated for water content, germination and vigor (first count, electrical conductivity and ethanol
test) with the measurement of Alcoholic Dehydrogenase (ADH) activity. The tests applied were
efficient to identify the physiological quality of A. colubrina, P. moniliformis and M. tenuiflora
seeds, contributing to the groupings of the verified crops. In chapter 3, the potential of ultrasound
as a pre-sowing treatment capable of better expressing the vigor of native seed lots was evaluated.
Pityrocarpa moniliformis and Mimosa tenuiflora seeds were immersed in distilled water and
subjected to an ultrasonic pulse of 10 seconds with powers of 20W, 40W and 60W. The ultrasonic
conditioning was able to significantly increase the germination and vigor of seeds, which also
affected an expressive length of the seedlings.

Keywords: Myracrodruon urundeuva. Cenostigma pyramidale. Amburana cearensis. Pityrocarpa
moniliformis. Mimosa tenuiflora. Ethylometer. Ultrasonic.
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INTRODUCAO GERAL

A avaliacdo da qualidade fisiologica de sementes de espécies florestais nativas tem sido
uma busca constante dos tecnologistas de sementes sendo de extrema importancia para a
producéo e estabelecimento de mudas de qualidade, sendo geralmente, realizada por meio de
teste de germinacdo e complementada por testes de vigor. No entanto, essas anélises sdo
demoradas e podem levar varios dias para obter os resultados. Nesse sentido, ha a necessidade
de integrar novas tecnologias que possibilitem a obtencdo de resultados em um curto periodo
de tempo (Al-Hammad e Al-Ammari, 2017). De acordo com Marcos-Filho (2005), um teste de
vigor eficiente deve fundamentar-se em base tedrica consistente, envolver procedimentos
simples, de baixo custo, fornecer resultados confiaveis em um curto espacgo de tempo.

O principal componente de um programa de controle de qualidade de sementes é a
avaliacdo da qualidade fisioldgica, pois além de estimar o desempenho das sementes, ela
fornece informacdes que identificam e solucionam problemas ao longo do processo produtivo
(Martins et al., 2014). Como consequéncia de boas préaticas de avaliacdo, tem-se beneficios
diretos para a tomada de decisdo sobre o melhor momento para semeadura ou armazenamento
das sementes. Assim programas de controle de qualidade de sementes que tem valorizado a
utilizacdo de testes rapidos como ferramenta imprescindivel para a avaliacdo da qualidade
fisiologica de sementes, sendo alvo das atencdes de tecnologistas, produtores de sementes e
pesquisadores (Deminicis et al., 2009).

Diferentes metodologias sdo usadas para analise de qualidade de sementes, sendo
agrupadas em testes fisicos, fisiologicos, bioquimicos e moleculares. Os testes fisicos
determinam caracteristicas das sementes como peso e tamanho, os testes fisiologicos
compreendem a germinacao e crescimento, que podem ser realizados em condi¢cdes ambientais
favoraveis ou adversas, 0s testes bioquimicos que medem a atividade de enzimas, e 0s testes
moleculares que avaliam a integridade de sistema de reparos de acidos nucléicos em estadios
de deterioragéo, estimando a qualidade da semente (Shaban, 2013).

Estudos sobre a producéo de etanol de sementes usam cromatografia gasosa ou outras
técnicas laboratoriais que exigem significativos recursos. Analises de detecgdo e quantificacdo
do etanol na presente proposta, € uma técnica rapida e relativamente barata, e segundo (Buckley
e Huang, 2011), o potencial analitico do etildometro é adequado para a anélise de etanol
produzido por sementes no inicio do processo de germinagé&o.

Sementes deterioradas produzem niveis mais elevados de etanol do que sementes nao

deterioradas durante os estadios iniciais de germinacdo (Woodstock e Taylorson, 1981;
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Gorecki, Harman e Mattick, 1985; Amable e Obendorf, 1986). A relacdo da producdo
diferencial de etanol por sementes em condi¢fes anaerdbicas e aerdbicas, e sua razdo de
producdo, foi utilizada como um teste sensivel de qualidade de sementes (Kataki e Taylor,
1997). Este valor unitario, portanto, permite a separacao de lotes de sementes com base em sua
qualidade e é considerado como um teste bioquimico de vigor (Kataki e Taylor, 1996a; Kataki
e Taylor, 1996b; Taylor et al., 1999). Os lotes de sementes de alta qualidade apresentam uma
baixa proporcao de etanol, enquanto os lotes de baixa qualidade possuem uma proporcéo alta.

Devido a importancia econémica e ambiental, existe uma tendéncia do aumento da
demanda de mudas de espécies florestais, a qual tem sua propagacgéo, quase que exclusivamente
via seminal. Nesse sentido a obtencéo de sementes de espécies florestais de elevada qualidade
sdo promissoras para produtores de sementes, viveiristas, além de pequenos proprietarios rurais
e redes de coleta e comercializacdo de sementes.

Considerando que boa parte das espécies florestais apresentam sementes que exigem
longo periodo para germinar, o desenvolvimento de testes rapidos e eficientes na avaliacdo da
viabilidade de sementes mostra-se necessario.

Diante do exposto trabalho, o objetivo desta pesquisa foi, através de métodos
inovadores, avaliar o vigor e condicionamento fisiologico para sementes arboreas nativas da

Caatinga.
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REVISAO DA LITERATURA

Teste de qualidade fisioldgica de sementes

Avaliacdes que determinam a qualidade fisiologica de lotes de sementes sdo realizadas
por diversos testes, e esta relacionada a sua capacidade de desenvolver fungdes que envolve a
germinacdo, vigor e longevidade, podendo ser influenciada pelas etapas de producgédo e
condi¢des ambientais enfrentadas pelas plantas no periodo de maturacdo, pos-maturacao e pré-
colheita. O ponto maximo de qualidade fisioldgica é alcancado pelas sementes quando as
mesmas adquirem maturidade fisiolégica (Marcos-Filho, 2015). O teste de germinacdo é
realizado em laboratérios para avaliar a qualidade fisiologica de sementes, mas esse método
ndo reflete 0 comportamento das sementes em condicBes de campo e ndo detecta diferencas de
qualidade entre lotes com alta germinacdo. Nesse intuito, tem sido desenvolvido testes de vigor
objetivando identificar possiveis diferencas na qualidade fisioldgica de lotes de sementes, com
caracteristicas simples, porém, com rapidez, objetividade, economia e reprodutibilidade,
fornecendo, assim, informacgdes complementares as obtidas pela germinacdo (Caliari; Silva,
2001). O desenvolvimento de testes para a avaliacdo da qualidade fisiologica de sementes, bem
como a padronizacdo destes, é essencial para constituir um eficiente controle de qualidade
(Muniz et al., 2004). A analise de sementes avalia, através de procedimentos técnicos, a
qualidade de um lote de sementes, no qual entende-se que a qualidade fisiolégica dessas
sementes esteja atribuida a um conjunto de caracteristicas de natureza genética, fisica,
fisioldgica e sanitaria que afetam a capacidade de originar plantas mais produtivas (Tillmann;
Miranda, 2006), sendo que o sucesso de uma producdo na area agricola comeca pela aquisicdo
de sementes e/ou de mudas de boa qualidade (Albuquerque et al., 2009).

Teste de etanol

O teste de etanol € um método que avalia a qualidade fisioldgica de sementes em funcéao
da liberacdo de etanol por sementes embebidas. A deterioracéo é um processo determinado por
uma série de alteragdes fisiologicas, bioquimicas, fisicas e citoldgicas, com inicio a partir da
maturidade fisioldgica, que ocorre de maneira progressiva, determinando a queda da qualidade
e culminando com a morte da semente ou da planta (Marcos-Filho, 2015). A sensibilidade de
sementes viaveis as adversidades do campo € aumentada pelo seu grau de deterioracéo,
resultando em distorgOes interpretativas dos resultados obtidos na avaliacdo da qualidade
fisiologica. A deterioragdo das sementes esta associada a concentracdo de exsudados que sdo

resultados da decomposicdo da membrana (Copeland; McDonald, 1995). Desta forma, as
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sementes que apresentam maior nivel de degradagdo das membranas tendem a produzir maior
quantidade de etanol. Portanto, o reconhecimento dos testes de vigor que melhor predizem o
desempenho em campo possibilita o entendimento da real influéncia sobre o desempenho apds
a semeadura (Wendt et al., 2017).

Condicionamento ultrassénico

Tratamentos aplicando ondas ultrassénicas tém sido usados para induzir uma
germinacdo de sementes uniforme e mais rapida, atuando como uma alternativa de tensdo em
celulas ou tecidos alterando a estrutura e fungdo das moléculas bioldgicas. A acdo estimulante
do ultrassom sobre a germinagdo é produzida por modificagdes da membrana celular,
resultando em melhor transporte de nutrientes e absorcao dos elementos uteis (Risca, 2007). O
ultrassom é um método fisico que envolve a aplicacdo de som em faixas de frequéncias
inaudiveis, e esta técnica, Unica entre os métodos de pré-tratamento de sementes existentes, vem
sendo considerada simples, barata, ecologicamente correta e multifuncional (Goussous et
al.,2010).

Atividades bioquimicas

Ao estudar as enzimas percebe-se que os produtos gerados sdo, de certa forma,
influenciados pelo ambiente, sendo que 0s genes que controlam a expressé@o manifestam-se em
determinados estadios do desenvolvimento, em oOrgdos e tecidos especificos, ou sob
determinado estimulo (Ramirez; Calderon; Rocca, 1991). Diversas sdo as alteracGes
metabdlicas ou bioquimicas relacionadas a deterioracdo das sementes, mas as citadas com mais
frequéncia na literatura sdo as mudancas na atividade respiratdria e no metabolismo de reservas,
as modificacdes na atividade enzimatica e na sintese de proteinas, o acimulo de substancias
toxicas, os danos a integridade do DNA e aos sistemas de membranas, a peroxidacao de lipidios
e a lixiviagéo de solutos (Coolbear, 1995; McDonald, 1999; Cardoso, 2004; Santos et al., 2004;
Marcos-Filho, 2005).

Enzimas fermentativas

No processo de fermentacédo alcoolica o piruvato, primeiramente produzido na glicolise,
é convertido a acetaldeido pela agdo da enzima piruvato descarboxilase (PDC), e o acetaldeido
reduzido a etanol pela desidrogenase alcodlica (ADH), que é umas das principais enzimas
fermentativas, e considerado menos toxico a planta além de poder se difundir para fora da célula

(Taiz; Zeiger, 2017). A partir do ponto de maturidade fisiologica, as primeiras alteragdes
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causadas pelo envelhecimento de sementes relacionam-se com problemas e lesdes nas
membranas celulares (McDonald, 1999), com noto6ria importdncia aos danos ligados a
membrana mitocondrial interna, assim, ocorrendo insuficiéncia do metabolismo aerobico,
reducdo da fosforilacdo oxidativa, e consequente, reducdo na producédo de energia (Benamar et
al., 2003). Algumas sementes ficam sob condic¢Bes temporérias de baixa disponibilidade de O>
(hipdxia) durante a embebicdo, nesse caso o etanol, produto da respiracdo anaerdbica, €
acumulado no interior da semente (Bewley et al., 2012). O processo de acumulacao de etanol
envolve a oxidacdo de Dinucleotido de Nicotinamida e Adenina (NADH) e resulta na producéo
de pequenas quantidades de ATP, fundamental para a sobrevivéncia de varias espécies sob
condicGes de hipdxia (Kennedy; Rumpho; Fox, 1992). O déficit de O, causado pelo excesso
hidrico causa a repressdo da sintese de polipeptidios aerdbicos e a inducdo da sintese de
polipeptideos anaerobicos (Sachs et al., 1980), sendo a maioria desses polipeptideos
identificados como enzimas envolvidas na fermentacdo e metabolismo de agucares-fosfatados,
cuja sintese é regulada em nivel de transcricdo e de pos-transcri¢do (Drew, 1997). O oxigénio
serve como aceptor de elétrons na fosforilacdo oxidativa que regenera o ATP, principal fonte
de energia para o metabolismo aerdbico celular e na sua auséncia, o0 metabolismo fermentativo
é ativado com o propdésito de manter a producdo de energia e agentes redutores através da
regeneracdo do Dinucleétido de Nicotinamida e Adenina (NAD*) (Dennis et al., 2000), que
junto a alocacgdo de acucares tem funcdo crucial na sobrevivéncia de plantas sob anoxia (Bouny;
Saglio, 1996; Drew, 1997).

Espécies estudadas
Dentre as espécies florestais da Caatinga, com seus multiplos usos pode-se destacar:

- Myracrodruon urundeuva Allemdo, conhecida popularmente como aroeira-do-sertdo
pertencente a familia Anacardiaceae, espécie decidua, heliofita e seletiva xeréfita. Capaz de
suportar temperaturas altas, solos salinos, com baixa fertilidade e grande dessecacéo. O porte
varia de acordo com o seu local de ocorréncia, podendo atingir até 30 metros de altura, com
floracdo dos meses de julho a setembro e a maturagédo dos frutos de setembro a outubro (Santin
e Leitdo-Filho 1991; Lorenzi 1992; Carvalho 1994; Gurgel-Garrido et al. 1997; Figueir6a et al.
2004; Andrade et al. 2013). Possui grande valor econdémico devido a qualidade de sua madeira
e pela presenca de grandes quantidades de substancias bioativas em sua entrecasca, a exemplo
dos taninos, que possuem propriedades anti-inflamatdrias, adstringentes, antialérgicas e
cicatrizantes (Teofilo et al. 2004; Dornelles et al. 2005).
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- Poincianella pyramidalis (Tul.) L.P.Queiroz, também conhecida como catingueira-
verdadeira, € uma espécie arbdrea endémica do bioma Caatinga e uma das espécies de mais
ampla dispersédo, e mais exploradas, como fonte de lenha, carvao vegetal, bem como para fins
medicinais e forrageiros (Figueirda et al., 2005).

- Amburana cearensis (Allem&o) A.C.Sm., popularmente conhecida como “umburana-de-
cheiro”, pertence a familia Fabaceae. Com grande contribuicdo para o bioma Caatinga, A.
cearensis € comumente encontrada no Nordeste do Brasil. Pode crescer ndo apenas em
ambientes semiaridos, mas também apresenta boa adaptacdo a floresta tropical. Possui
importancia comercial por suas diversas aplicagcdes, amplamente utilizadas em carpintaria,
perfumaria e fins farmacéuticos. Esse € um dos motivos pelos quais esta listada como espécie
em extincao (Hilton-Taylor, 2000).

- Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan, da familia Leguminosae — Mimosoideae, €
conhecida popularmente como angico, e constitui umas das plantas do bioma Caatinga. E
empregada no tratamento de gripe, asma, bronquite, tosse, anemia, difteria, gastrite, e distlrbios
inflamatdrios (Monteiro et al., 2006; Agra et al., 2008; Cartaxo et al., 2010).

- Pityrocarpa moniliformis (Benth.) Luckow & R.W. Jobson, pertencente a familia
Leguminosae, e conhecida pelos nomes populares de angico-de-bezerro, é uma espécie arbdrea
sem espinhos, que normalmente atinge altura entre 4 e 10 m (Andrade-Lima, 1989; Maia, 2004).
O angico-de-bezerro é considerado de alto valor apicola, indicado para recuperacdo de solos,
combate a erosdo e para a primeira fase de restauracdo florestal, ajudando no crescimento de
outras espécies, inclusive de madeiras nobres. Ao mesmo tempo, fornece madeira, lenha, carvédo
e forragem (Lorenzi, 2002; Maia, 2004).

- Mimosa tenuiflora (Willd) Poiret, pertencente a familia Leguminosae-Mimosoideae, é
conhecida popularmente como jurema-preta. Arvore que pode atingir de 4 a 6 m de altura,
possui tronco de 20 a 30 cm de diametro (Lorenzi, 1998). Apresenta grande uso na terapéutica
popular, pois o extrato da casca do tronco possui atividade antimicrobiana. Pode ser utilizada
como produtora de taninos, em funcdo da quantidade dessa substancia nas cascas das arvores
(17,74%). Demonstra um alto potencial para a producéo de carvao vegetal, visto que obtém um
rendimento de 39% do produto em carvao vegetal. Sua madeira apresenta densidade igual a
0,91 g/cm3, carbono fixo de 71% e poder calorifico de 6.866 cal/g (Pereira Filho et al., 2003;
Gongalves et al., 2005; Paes et al., 2006; Oliveira et al., 2006).
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TESTE DE VIGOR DE SEMENTES FLORESTAIS BASEADO NA
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RESUMO

Testes rapidos que permitam a avaliacdo do potencial fisiologico sdo parametros essenciais para
programas de producdo de sementes e mudas com qualidade. O objetivo do trabalho foi
estabelecer os parametros de um método de avaliacdo do vigor de sementes de Myracrodruon
urundeuva, Cenostigma pyramidale e Amburana cearensis por meio da analise da producgéo de
etanol. Avaliou-se a eficiéncia do teste de etanol, medido com etilometro modificado, como
teste de vigor para sementes de espécies nativas. Num primeiro experimento foram testados
seis lotes de M. urundeuva, com esquema fatorial (lotes x pesos de sementes x periodos de
embebicéo). Para cada lote foram colocadas 1,0 e 2,0 g de sementes em frascos de vidro,
acrescidos de 0,5 mL de &gua destilada, lacrados, e incubadas a 40 °C durante 2, 4, 6, 8 e 24
horas. Num segundo experimento testou-se sete lotes de C. pyramidale, e cinco lotes de A.
cearensis em esquema fatorial (lotes x volumes de agua de embebicdo x periodos de
embebigéo), onde foram colocadas 20 sementes em frascos de vidro, acrescidos de 0,5 e 1,0
mL de agua destilada, lacrados, e incubadas a 40 °C durante 2, 4, 6, 8 e 24 horas. A qualidade
fisioldgica das sementes foi avaliada, também, pelos testes de germinacdo e condutividade
elétrica. A utilizacdo de 1,0 g de sementes embebidas em 0,5 mL de agua e avaliacdo de etanol
em seis horas foi mais eficiente para distinguir lotes de M. urundeuva quanto ao vigor. Para as
sementes de C. pyramidale, e de A. cearensis, 20 sementes embebidas em 1,0 mL de agua em
6 horas se mostrou mais eficiente. O teste de etanol mostrou ser rapido e preciso, permitindo

diferenciar os lotes, assim como os testes de germinacdo e condutividade elétrica.

Palavras-chave: Myracrodruon urundeuva, Cenostigma pyramidale, Amburana cearensis,

Etiléometro, Qualidade fisioldgica.
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ABSTRACT

Rapid tests that allow the assessment of physiological potential are essential parameters for
quality seed and seedling production programs. The objective of this work was to establish the
parameters of a method to evaluate the vigor of M. urundeuva, C. pyramidale and A. cearensis
seeds through the analysis of ethanol production. The efficiency of the ethanol test, measured
with a modified Ethylometer, was evaluated as a vigor test for seeds of native species. In a first
experiment, six lots of Myracrodruon urundeuva were tested, with a factorial scheme (lots x
seed weights x soaking periods). For each batch, 1,0 and 2,0 g of seeds were placed in glass
flasks, added to 0,5 ml of distilled water, sealed, and incubated at 40 °C for 2, 4, 6, 8 and 24
hours. In a second experiment, seven lots of Cenostigma pyramidale and five lots of Amburana
cearensis were tested in a factorial scheme (lots x volumes of soaking water x soaking periods),
where 20 seeds were placed in glass flasks, plus 0,5 and 1,0 mL of distilled water, sealed, and
incubated at 40 °C for 2, 4, 6, 8 and 24 hours. The physiological quality of the seeds was also
evaluated by germination and electrical conductivity tests. The use of 1,0 g of seeds soaked in
0,5 mL of water and ethanol evaluation in six hours was more efficient to distinguish M.
urundeuva lots in terms of vigor. For C. pyramidale and A. cearensis, 20 seeds soaked in 1,0
mL of water in six hours proved to be more efficient. The ethanol test proved to be fast and
accurate, allowing batch differentiation, as well as germination and electrical conductivity tests.

Keywords: Myracrodruon urundeuva, Cenostigma pyramidale, Amburana cearensis,

Ethylometer, Physiological quality.
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1.1 INTRODUCAO

Para a regeneracdo das florestas, a fim de combater as mudancas climaticas e a perda de
diversidade (Gilroy et al., 2014), é de fundamental importancia o conhecimento da germinacgéo
e propagacdo de sementes (Scalon, et al. 2012). Uma germinacao expressiva, rapida e uniforme
de espécies florestais, € extremamente necessaria para fins de semeadura devido ao interesse de
sua utilizacdo em reflorestamentos (Bandeira et al., 2017).

A qualidade fisioldgica de sementes florestais esta atrelada a diversos fatores, sendo
caracterizada pelos aspectos genéticos, fisicos, sanitarios e fisiologicos (Gomes et al., 2013). A
avaliacdo da qualidade fisiologica em sementes florestais é de extrema importancia para a
conservacao e restauracdo, pois determina o valor das sementes de uma matriz antes de
seleciona-las como doadora de sementes (Lima et al., 2014).

A partir do ponto de maturidade fisiologica, a semente atinge a sua maxima qualidade
fisioldgica: vigor, germinacgdo, tamanho e peso de matéria seca (Carvalho e Nakagawa, 2012),
entdo realizar a coleta antes da maturidade fisioldgica pode acarretar em sementes com o
desenvolvimento incompleto do eixo embrionario, com consequente reducdo da viabilidade e
vigor das sementes (Dornelas et al., 2015).

Os indices de maturacgdo sdo parametros praticos que permitem inferir sobre o estadio
de desenvolvimento das sementes e podem ser utilizados quando se deseja a determinacédo da
época adequada de colheita de uma dada espécie (Agustini et al., 2015), onde a deterioracédo de
sementes envolve mudancas bioldgicas, fisiologicas e bioquimicas, metabolismo dos acidos
nucléicos, estrutura da membrana e permeabilidade, atividades enzimaticas, intensidade da
respiracdo, peroxidacdo de lipidios, acimulo de espécies reativas de oxigénio, e mecanismo de
reabilitacdo (Wang et al., 2012). Nesse caso, ocorre insuficiéncia do metabolismo aerdbio,
reducdo da fosforilacdo oxidativa, e consequente reducdo na producdo de energia (Benamar et
al., 2003). Sob tais condicGes de deterioracdo, as células podem produzir energia por
fermentacdo anaerdbica, que gera como produto final o etanol e o acido lactico (Kennedy et al.,
1992).

A producéo de etanol por sementes embebidas € um potencial indicador do vigor, visto
que a producdo de etanol por sementes deterioradas é superior em relacdo as sementes de alto
vigor (Buckley e Buckley, 2009). A produgéo de etanol é iniciada, ou entdo aumentada, pela
perda de integridade da membrana mitocondrial, e a quantificacdo pelo teste de etanol tem um
bom potencial para examinar o nivel de deterioracdo das sementes. O etanol pode ser

quantificado com métodos de pesquisa, equipamento analitico e facilmente medidos com
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bafémetros (etildbmetros) (Kodde et al., 2012), tornando-se um bom candidato prético para
avaliar o vigor de sementes.

As florestas secas possuem cerca de 691 espécies reconhecidas, incluindo 350 espécies
vegetais ameacadas de extin¢cdo (MMA, 2016), entretanto, grande parte da diversidade e de seus
servicos ecossistémicos estdo sob ameacas (Manhd&es et al., 2016), j& tendo sido removidos
quase 46% da cobertura vegetal original (MMA, 2017). A restauracdo tem sido de grande
importancia na recuperacao das populacdes vegetais deste ambiente, no entanto, o sucesso das
acOes depende de planejamentos em escalas mais amplas, permitindo avaliar quais areas
responderdo de forma eficiente as intervengdes, e que apresentardo maiores probabilidades de
irradiar os beneficios dessas a¢des para o sistema (Crouzeilles e Curran, 2016).

Dentre as espécies florestais, pode-se destacar, por sua importancia bioldgica e uso
maultiplo, Myracrodruon urundeuva Allemdo, Cenostigma pyramidale Tul., e Amburana
cearensis Allemdo A.C.Smith. Essas espécies arboreas, com potencial tanto para exploracao
madeireira e frutos, sdo ferramentas de estudos, que visam o aperfeicoamento de técnicas para
0 seu desenvolvimento, destacando assim, a qualidade das sementes para alcancgar o sucesso na
producdo de mudas (Pinheiro et al., 2016). Essas espécies também sdo amplamente utilizadas
para fins medicinais, podendo constituir um dos Unicos recursos terapéuticos em regides mais
carentes (Coradin et al., 2018).

Desta forma, o objetivo dessa pesquisa foi estabelecer os parametros de um método de
avaliacdo do vigor de sementes de M. urundeuva, C. pyramidale e A. cearensis por meio da

analise da producéo de etanol.
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1.2 MATERIAL E METODOS

1.2.1 Material vegetal

A pesquisa foi conduzida no Laboratorio de Analises de Sementes (LASESA) da
Embrapa Semiarido, municipio de Petrolina-PE.

Lotes de sementes foram coletados em diferentes anos e acondicionados em sacos de
pano em camara fria (101 °C, URa de 40%) até o inicio do experimento (Tabela 1). As
diferencas entre os lotes quanto ao ano da safra e origem sdo desejadas para melhorar a

representacéo e variabilidade para explicar os resultados.

Tabela 1. Lotes de sementes utilizados no experimento. Espécie, origem, coordenadas
geograficas das matrizes, safras e identificacOes atribuidas as safras.

Espécies Origem Coordenadas Safras ID*
2010 Jutai 2010
2012 Jutai 2012
Mﬁﬁ;ﬁ:’?” Distrito Jutai - Petrolina - PE 8°34'13.17'S € 40°11°02.2" W ;gii ﬁz: ;83
2015 Jutai 2015
2016 Jutai 2016
2012 Massaroca 2012
2013 Massaroca 2013
2010  Juremal 2010
Cenostigma pyramidale  Distrito Juremal - Juazeiro - BA 9°43°51.12” S ¢ 40°21°02.52”W 2011  Juremal 2011
2014 Juremal 2014
2015 Salitre 2015
2016 Salitre 2016
2009 Lagoa 2009
2012 Lagoa 2012
Amburana cearensis Lagoa Grande - PE 8°34°04.00” S € 40°10°18.00” W 2014 Lagoa 2014
2016 Lagoa 2016
2017 Lagoa 2017

Cenostigma pyramidale  Distrito Massaroca - Juazeiro - BA 9°52°09” S € 40°16°00” W

Cenostigma pyramidale Distrito Salitre - Juazeiro - BA 9°42°30.89” S e 40°34°48.89” W

*ID - Denominagéo atribuida as safras.

1.2.2 Teor de &gua (TA)

O teor de agua foi determinado com duas repeticdes de 50 sementes de cada lote de M.
urundeuva, C. pyramidale, e A. cearensis. As sementes foram pesadas inicialmente, e em
seguida colocadas em estufa a 105 * 3 °C, durante 24 horas. Apos o periodo, as sementes foram
pesadas novamente e os resultados foram expressos em porcentagem, na base Umida (Brasil,
2009).

100(P - p)

P—t
Onde: % de Umidade (U) = Teor de dgua da semente; P = peso inicial; p = peso final; t = tara.
Unidade: %

% de Umidade (U) =
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1.2.3 Teste de germinacgdo (GE) e primeira contagem (PC)

Os testes de germinacdo, primeira contagem (M. urundeuva — 14 dias, C. pyramidale —
7 dias, A. cearensis — 10 dias, ap0s instalacdo do teste de germinacdo) e contagem da
germinacao final (M. urundeuva — 25 dias, C. pyramidale - 10 dias, A. cearensis — 30 dias, apds
instalagdo do teste de germinagdo) foram avaliados em um delineamento experimental
inteiramente casualizado, com quatro repeticdes de 50 sementes por lote. Para as sementes de
M. urundeuva, diferentes lotes foram semeados em caixas acrilicas (11cm x 1lcm x 3,5cm),
utilizando-se como substrato duas folhas de papel mata-borrdo. As sementes de M. urundeuva
foram germinadas em cadmara B.O.D. (Biochemical Oxigen Demand) a 25 °C e fotoperiodo de
12 horas (Brasil, 2013). Para C. pyramidale e A. cearensis, foi utilizado papel de germinagéo
embebido em agua destilada na proporc¢édo de 2,5 vezes o peso do papel seco. As sementes de
C. pyramidale foram germinadas em camara B.O.D. a 25 °C e A. cearensis a 30 °C sob
fotoperiodo de 12 horas (Brasil, 2013).

G—(N) 100
_Zx

Onde: G= Germinacao (%); N = nimero de sementes germinadas; A = numero de sementes na

amostra. Unidade: %

1.2.4 Condutividade elétrica (CE)

A condutividade elétrica de M. urundeuva, foi avaliada utilizando, com quatro
repeticGes de 50 sementes embebidas em 25 mL de agua destilada durante 24 horas a 25 °C
(Vieira e Carvalho, 1994). Para sementes de C. pyramidale, e A. cearensis foram quatro
repeticdes de 25 sementes embebidas em 75 mL de 4gua deionizada durante 24 horas a 25 °C

(Vieira e Krzyzanowski, 1999).
L—B

CE = ——
M

Onde: CE = condutividade elétrica; L = leitura da amostra no condutivimetro de bancada
expressos em puS.cm™; B = leitura do “branco”, 4gua deionizada, em pS.cm™; M = massa da

amostra em gramas.
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1.2.5 Teste de etanol (ET)

A formagdo de etanol foi avaliada, com etildmetro modificado Drager Alcotest® 6810,
em delineamento experimental inteiramente casualizado de acordo com a espécie. Para
sementes de M. urundeuva usou-se esquema fatorial 6x2x5 (lotes x pesos de sementes x
periodos de embebicdo) com quatro repetigdes. Foram colocadas 1,0 e 2,0 g de sementes em
frascos de vidro tipo penicilina (30 mL), acrescidos de 0,5 mL de agua destilada, lacrados, e
incubadas a 40 °C durante 2, 4, 6, 8 e 24 horas. Para as sementes de C. pyramidale, usou-se
esquema fatorial 7x2x5 (lotes x volumes de agua de embebicdo x periodos de embebicdo) com
quatro repeti¢cdes. Foram colocadas 20 sementes em frascos de vidro tipo penicilina (30 mL),
acrescidos de 0,5 mL e 1,0 mL de agua destilada, lacrados, e incubadas a 40 °C durante 2, 4, 6,
8 e 24 horas. Para as sementes de A. cearensis, usou-se esquema fatorial 5x2x5 (lotes x volumes
de agua de embebicdo x periodos de embebicdo) com trés repeticdes que foram colocadas 20
sementes em frascos de vidro tipo penicilina (30 mL), acrescidos de 0,5 e 1,0 mL de agua
destilada, lacrados, e incubadas a 40 °C durante 2, 4, 6, 8 e 24 horas (Ornellas et al., 2019). Os

resultados foram expressos em pg.L™ apds a leitura estabilizada.

1.2.6 Procedimentos estatisticos

A normalidade e homocedasticidade dos dados dos testes de qualidade fisiologica foram
testadas e analisadas. Para o teste de etanol, as médias dos fatores lotes e quantidade de
sementes, foram agrupadas pelo Teste de Scott-Knott (p<0,05). As anélises estatisticas foram
realizadas com o auxilio do programa estatistico SISVAR® 5.3 (Ferreira, 2011). Foi realizada,
através do software PAleontological STatistics 3.20 (PAST 3.20), a correlacéo de Pearson (r),

considerando todas as variaveis.
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1.3 RESULTADOS

1.3.1 Teor de 4gua

O teor de agua inicial das sementes de M. urundeuva, C. pyramidale e A. cearensis
apresentou uniformidade entre os lotes. Em sementes de M. urundeuva, os lotes Jutai 2012 e
Jutai 2016 apresentaram teor de &gua de 11,3%, sendo superior aos demais lotes (Tabela 2).
Nas sementes de C. pyramidale, o lote Massaroca 2012 apresentou teor de agua de 10,2%,
sendo inferior aos demais lotes (Tabela 2). Em sementes de A. cearensis, o lote Lagoa 2014

apresentou teor de 4gua de 10,3%, sendo superior aos demais lotes (Tabela 2).

1.3.2 Qualidade fisiologica de sementes

O lote de sementes de M. urundeuva coletado em Jutai 2010 apresentou 62,7% de
germinagdo, enquanto o lote Jutai 2016 obteve germinacéo de 85%. Entre os lotes Jutai 2012 e
Jutai 2013 ndo foi observada diferenca significativa nos valores de germinagao (Tabela 2). Para
a primeira contagem da germinacdo, o lote Jutai 2010 apresentou menor porcentagem de
plantulas normais, seguindo os resultados do teste de germinacdo (Tabela 2). Entre os lotes
Jutai 2014, Jutai 2015 e Jutai 2016 ndo foi observada diferenca significativa nos valores de
germinagdo (Tabela 2). Quanto & condutividade elétrica das sementes de M. urundeuva, houve
maior perda de eletrélitos no lote de Jutai 2010, e ndo houve diferenca significativa entre os
lotes Jutai 2012, Jutai 2013, Jutai 2014 e Jutai 2015 (Tabela 2).

A germinacdo dos lotes de C. pyramidale de Juremal 2011, Massaroca 2012, Juremal
2014, e Salitre 2016, foram superiores aos lotes de Juremal 2010 e Massaroca 2013. A
germinacao do lote Juremal 2014 com 97%, mostrou um valor significativamente mais elevado
guando comparado aos lotes Juremal 2010 e Massaroca 2013. Os lotes Juremal 2011 e
Massaroca 2012, apesar do longo periodo de armazenamento, apresentaram germinacao com
80% e 88%, respectivamente (Tabela 2). A maior expressao do vigor foi obtida pelo aumento
da velocidade de formacdo das plantulas, sendo que os valores de primeira contagem da
germinacao, de sementes coletadas em Juremal 2014, diferiu estatisticamente dos demais lotes
(Tabela 2). Em sementes de C. pyramidale, houve maior quantidade de eletrélitos liberados nos
lotes Juremal 2010 e Salitre 2015, enquanto o lote Juremal 2014 apresentou maior vigor devido
a menor quantidade de eletrolitos liberados, conseguindo assim diferenciar os lotes (Tabela 2).

As sementes de A. cearensis ndo apresentaram diferenca estatistica nos altos valores de
germinacao entre os lotes de Lagoa 2016 e Lagoa 2017. Os lotes Lagoa 2012 e Lagoa 2014 n&o
apresentaram diferencas de germinacéo, e o lote Lagoa 2009 ndo obteve germinacédo (Tabela
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2). Para a primeira contagem de germinacéo, o lote Lagoa 2016 apresentou maior porcentagem
de pléntulas normais quando comparados com o0s demais lotes (Tabela 2). O teste de
condutividade elétrica confirmou diferencas entre as sementes de A. cearensis. Foi possivel
diferenciar os lotes mais vigorosos que mostraram menor condutividade elétrica que foram
Lagoa 2016 e 2017, enquanto sementes do lote 2009 foram classificados de baixo vigor, devido
a alta condutividade elétrica e maior liberacdo de lixiviados (Tabela 2).

Tabela 2. Teor de &gua (TA), germinagdo (GE), primeira contagem (PC), e condutividade
elétrica (CE) de diferentes lotes de M. urundeuva, C. pyramidale e A. cearensis.

M. urundeuva

Lote TA GE PC CE
---------------- P uS.cm’.g?
Jutai 2010 11,1 62,7b 62,7b 120,2 b
Jutai 2012 11,3 77,3 ab 72,0 ab 102,7 ab
Jutai 2013 11,2 77,3 ab 68,7 ab 97,0 ab
Jutai 2014 11,1 83,3 a 78,7 a 104,7 ab
Jutai 2015 11,0 85,3 a 82,0 a 100,2 ab
Jutai 2016 11,3 85,0 a 79,0 a 99,0 a
CV (%) - 8.4 7,7 10,3

Lote TA GE PC CE
---------------- P uS.cm’.g?

Juremal 2010 10,4 40 e 40 e 80,2 a
Juremal 2011 10,7 80 bc 79 be 672 b
Massaroca 2012 10,2 88 ab 88 ab 63,8 b
Massaroca 2013 10,6 66 d 65d 65,0 b
Juremal 2014 10,7 97 a 96 a 48,7 ¢
Salitre 2015 10,7 73 cd 70 cd 85,7 a
Salitre 2016 10,4 89 ab 88 ab 69,7 b

CV (%) - 6.3 6.3 11,5

Lote TA GE PC CE
---------------- 00--mmmmmmmmmm e uS.cmt.g?
Lagoa 2009 10,2 Oc 0c 21,2 a
Lagoa 2012 9.9 75b 1.5¢ 95D
Lagoa 2014 10,3 75b 025 ¢ 9.7b
Lagoa 2016 10,2 93 a 315a 5.0c¢c
Lagoa 2017 9.0 96 a 23 b 5.1c
CV (%) - 3.85 19.4 35.3

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste Tukey a 5%.
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1.3.3 Teste de etanol

Na avaliacdo do vigor de sementes de M. urundeuva, por meio do teste de etanol, os
lotes de sementes colhidas em Jutai 2010 e Jutai 2012 apresentaram maior liberacdo de etanol
que nos demais lotes. O teste de etanol € um método promissor capaz de distinguir lotes de
sementes com diferentes niveis de vigor, e para essa espécie, utilizando 1,0 g de sementes,
embebidas em 0,5 mL de agua destilada, conseguiu distinguir os niveis de qualidade fisioldgica
nos lotes com resultados que podem ser avaliados a partir de seis horas de embebicéo (Figuras
1A e 1B).

Em sementes de C. pyramidale, o lote Juremal 2010, com 1,0 mL de agua destilada, a
partir do periodo de seis horas de embebicdo, mostrou maior liberacdo de etanol, diferindo
significativamente dos demais lotes (Figura 2A). Os lotes Juremal 2011, Massaroca 2012,
Massaroca 2013, e Juremal 2014, as sementes embebidas com 1,0 mL de dgua destilada, a partir
do periodo de seis horas de embebicdo, mostraram altos teores de liberacdo de etanol (Figuras
2B-E). Por outro lado, as sementes dos lotes Massaroca 2012, Massaroca 2013, Juremal 2014,
Salitre 2015, e Salitre 2016, quando embebidas, em 0,5 mL de agua destilada, apresentaram
respostas semelhantes (Figuras 2C-2G).

Para as sementes de A. cearensis, nos lotes Lagoa 2009, Lagoa 2012 e Lagoa 2014, com
sementes embebidas, a partir de seis horas, e em 1,0 mL de &gua destilada, houve maior
liberacdo de etanol, significativamente, quando comprados aos demais lotes, sendo entéo
detectado o0s estagios iniciais de deterioracdo, que ocorrem de maneira progressiva, €

determinando a queda da qualidade fisioldgica das sementes (Figuras 3A, 3B, 3C).



600
A .
400
0 /(."
0 4 8 12 16 20 24
~ 300
= C
2 200
= .
£ 100 /:/_‘\
m =
0 L
0 4 8 12 16 20 24
100
75 | E
50 2
5 A .
o L

0 4 8§ 12 16 20 24

600

400

200

300

200

100

100
75
50
25

Periodo de embebig¢ao (h)
*2.0g

®1.0g

A — Jutai 2010
1.0g - ¥ =16.992x - 15.026; R>=99.59**
2.0g - § =24.08x - 65.907; R 99.99%*

C — Jutai 2013

1.0g - § = -0.9396x2 + 24.556x - 35.799; R* = 99.42+*

2.0g-§=-1.3051x+ 60.984; R* = 99.29**

E — Jutai 2015

1.0g - § = -0.3493x> + 8.7447x - 3.8373; R = 96.42**
2.0g - § =-0.3776x* + 10.462x - 10.997; R*> = 98.91**

B - Jutai 2012
1.0g - § = 15.078x + 23.316; R? = 98.78%*
2.0g - § = 19.394x - 24.171; R* = 99.61**

D — Jutai 2014
1.0g - § = -1.3857x* + 39.076x - 69.473; R* = 99.85%*
2.0g-§=-0.7877x*+ 27.189x - 48.615; R* = 99.89+*

F —Jutai 2016
1.0g - § = 3.669x - 14.288; R2 = 99.84%*
2.0g - § =2.5389x - 8.342; R*=99.04**

33

Figura 1. Teor de etanol liberado por 1,0 e 2,0 g de sementes de M. urundeuva em 0,5 mL de
volume de agua de embebicdo em fungdo do periodo nos diferentes lotes. (A) Jutai 2010, (B)
Jutai 2012, (C) Jutai 2013, (D) Jutai 2014, (E) Jutai 2015, (F) Jutai 2016.
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Figura 2. Teor de etanol liberado por 20 sementes de C. pyramidale em 0,5 e 1,0 mL de volume
de 4gua de embebicdo em funcao do periodo nos diferentes lotes. (A) Juremal 2010, (B) Juremal
2011, (C) Massaroca 2012, (D) Massaroca 2013, (E) Juremal 2014, (F) Salitre 2015, (G) Salitre

2016.
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Figura 3. Teor de etanol liberado por 20 sementes de A. cearensis em 0,5 e 1,0 mL de &gua
destilada em funcdo do periodo nos diferentes lotes. (A) Lagoa 2009, (B) Lagoa 2012, (C)
Lagoa 2014, (D) Lagoa 2016 e (E) Lagoa 2017.
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CorrelacGes de Pearson entre as avaliagdes de qualidade fisiologica de sementes de M.
urundeuva, C. pyramidale, A. cearensis e o teste de etanol foram analisadas. Nas sementes de
M. urundeuva, foram observadas correlacdes negativas entre o teste de etanol e os testes de
germinacdo e primeira contagem, e correlacfes positivas entre o teste de etanol e o teste de
condutividade elétrica, quando foi utilizado 1,0 g de sementes embebidas (0,5 mL) em agua
destilada, durante 24h (Figura 4A). Nas sementes de C. pyramidale, houve altas correlagdes
negativas entre o teste de etanol e os testes de germinacédo e primeira contagem, contendo 20
sementes embebidas em 0,5 mL de &gua destilada, nos periodos de tempo de 4, 6, 8, e 24h, e
pequenas correlacbes positivas entre o teste de etanol e o teste de condutividade elétrica,
contendo 20 sementes embebidas em 0,5 mL de agua destilada, nos periodos de 4, 6, e 8h
(Figura 4B). Nas sementes de A. cearensis, houve alta correlacao negativa entre o teste de etanol
e 0s testes de germinacdo e primeira contagem, contendo 20 sementes embebidas em 0,5 mL
de agua destilada, no periodo de seis horas, e alta correlacdo positiva entre o teste de etanol e 0
teste de condutividade elétrica, contendo 20 sementes embebidas em 0,5 mL de dgua destilada,

no periodo de tempo de 24h (Figura 4C).
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*Azul — correlagéo positiva; Vermelho — correlagdo negativa; Tamanho das elipses — intensidade da correlagdo; Retangulos — correlacdo
significativa ao nivel de 5% de probabilidade.

Figura 4. Correlagéo entre o teste de etanol (ET), primeira contagem (PC), germinacéo (GE),
condutividade elétrica (CE) de sementes de (A) M. urundeuva, (B) C. pyramidale, (C) A.
cearensis.
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1.4 DISCUSSAO

O grau de umidade da semente influencia a atividade metabdlica da mesma, interferindo
nos processos de germinacdo e deterioracdo (Peske, 2003). Quanto maior o grau de umidade
em sementes maior seré a velocidade do processo de deterioragdo, pois a formagédo de produtos
que acarretam danos imediatos as células, a exemplo dos radicais livres, havendo assim
necessidade de testar os lotes quanto ao seu teor de agua, objetivando uma menor variacao
possivel (Marcos-Filho, 2015).

O teste de germinag&o € o mecanismo mais utilizado para avaliar a qualidade fisiologica
de vérias espécies de sementes florestais. A primeira contagem do teste de germinacéo, expressa
melhor as diferencas de velocidade de germinacdo entre lotes do que os indices de velocidade
de germinacdo (Medeiros et al., 2014). Adicionalmente, testes de vigor sdo ferramentas
importantes para avaliar a qualidade fisioldgica de sementes florestais, sendo aprimorados
constantemente. Um dos objetivos fundamentais dos testes de vigor é detectar diferencas
significativas na qualidade fisioldgica de lotes de sementes com germinacdo semelhante, de
forma a complementar as informacdes fornecidas pelo teste de germinacdo (Marcos-Filho,
2015). O teste de condutividade elétrica, por apresentar maior rapidez, facilidade de execucgédo
e possibilidade de ser padronizado como teste de rotina devido a sua alta reprodutibilidade,
pode ser utilizado para obter eficiéncia para separacdo de lotes de sementes quanto ao seu vigor,
sendo considerado um dos testes mais importantes (Lemes et al., 2015), por isso a necessidade
de estudos para padronizacao em espécies florestais.

Em sementes de meldo os resultados foram semelhantes, pois as sementes com menor
vigor apresentaram maior producéo de etanol, havendo uma relagdo da enzima desidrogenase
alcoolica (ADH) com a respiracdo anaerobica, que catalisa a conversdo de acetaldeido em
etanol, e vice-versa, no metabolismo fermentativo, levado pela falta de integridade das
membranas e, principalmente, das mitocondrias, sendo que a quantificagdo do etanol produzido
e liberado pode fornecer informacBes importantes relacionados a qualidade fisiolégica de
sementes (Ornellas et al., 2019). Moncaleano-Escandon et al. (2013) afirmam que sementes de
alto vigor mantém estruturada suas membranas celulares, dificultando a entrada e saida de
solutos, provenientes da alta seletividade das membranas. Nesse contexto, as sementes menos
vigorosas tendem a apresentar membranas com menor integridade, facilitando assim a saida do
etanol de forma mais rapida quando comparado com as sementes mais vigorosas. Acredita-se

que o etanol seja o produto final menos tdxico da fermentacdo, pois ele pode se difundir para
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fora da célula, enquanto o lactato se acumula e promove a acidificagdo do citossol (Taiz et al.,
2017). O teste de etanol permitiu observar a eficiéncia, rapidez e confiabilidade do método.
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1.5 CONCLUSAO

O teste de etanol, por etildbmetro modificado, para M. urundeuva quando realizado com
1,0 g de sementes, embebidas em 0,5 mL de dgua destilada, por seis horas, e para C. pyramidale
e A. cearensis quando realizado com 20 sementes, embebidas em 1,0 mL de &gua destilada, por

seis horas, € um método rapido e eficiente, podendo distinguir o vigor dos lotes.
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CAPITULO 2

TESTES FISIOLOGICOS E BIOQUIMICOS PARA A CARACTERIZACAO DO
VIGOR DE SEMENTES DE Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan, Pityrocarpa
moniliformis (Benth.) Luckow & R.W. Jobson e Mimosa tenuiflora (Willd) Poir.
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RESUMO

As espécies Anadenanthera colubrina, Pityrocarpa moniliformis e Mimosa tenuiflora séo
nativas e amplamente distribuidas no territério brasileiro e conhecidas popularmente como
angico, angico-de-bezerro, e jurema-preta, respectivamente. Faz-se necessario ampliar o
conhecimento acerca do potencial fisioldgico e bioquimico das sementes dessas espécies. O
objetivo do trabalho foi avaliar a aplicacdo combinada de testes fisiologicos e bioguimicos para
determinacdo do vigor de sementes de A. colubrina, P. moniliformis e M. tenuiflora. Foram
utilizados cinco lotes de sementes de A. colubrina, trés lotes de sementes de P. moniliformis e
dois lotes de sementes de M. tenuiflora. Os lotes foram avaliados quanto ao teor de agua,
germinacdo e vigor (primeira contagem, condutividade elétrica e teste de etanol com a medida
da atividade da Desidrogenase Alcoolica (ADH). Os testes aplicados foram eficientes para
identificacdo da qualidade fisiologica das sementes de A. colubrina, P. moniliformis e M.

tenuiflora, contribuindo de maneira muito préxima para os agrupamentos das safras verificadas.

Palavras-chave: ADH, Qualidade fisiologica, Teste de etanol.
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ABSTRACT

The species Anadenanthera colubrina, Pityrocarpa moniliformis and Mimosa tenuiflora are
native and widely distributed in Brazil and popularly known as angico, angico-de-bezerro, and
jurema-preta, respectively. It is necessary to expand the knowledge about the physiological and
biochemical potential of the seeds of these species. The objective of this work was to evaluate
the combined application of physiological and biochemical tests to determine the vigor of A.
colubrina, P. moniliformis and M. tenuiflora seeds. Five lots of A. colubrina seeds, three lots
of P. moniliformis seeds and two lots of M. tenuiflora seeds were used. The lots were evaluated
for water content, germination and vigor (first count, electrical conductivity and ethanol test
with the measurement of Alcoholic Dehydrogenase (ADH) activity). The tests applied were
efficient to identify the physiological quality of A. colubrina, P. moniliformis and M. tenuiflora,

contributing very closely to the groupings of the verified crops.

Keywords: ADH, Physiological quality, Ethanol test.
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2.1 INTRODUCAO

As especies florestais apresentam inUmeros potenciais de uso. Além disso,
desempenham um papel ecoldgico de importdncia na conservacdo e restauracdo da
biodiversidade (Carvalho, 2003).

Um dos grandes desafios para a restauracdo de areas degradadas é a utilizacdo de
sementes de alta qualidade genética, fisioldgica e fisica, para que produzam plantulas vigorosas
que se estabelecam de forma rapida e uniforme no campo (Brancalion et al., 2015). A utilizagédo
de espécies nativas na restauracdo ambiental ndo tem sido empregada em virtude da auséncia
de conhecimento consolidado sobre a biologia, ecologia, técnicas de propagacdo e manejo
dessas especies (Ranieri et al., 2003), sendo de grande importancia o estudo da germinacao e
de métodos de avaliacdo de vigor de sementes de espécies nativas para definir praticas de
manejo adequadas e o0 melhor aproveitamento, uso e exploracdo dessas espécies (Cabral et al.,
2003).

Héa necessidade de se obter um teste rapido para determinar a qualidade dessas sementes.
As sementes podem acumular danos durante o armazenamento ou tratamentos, e o grau de
deterioracdo varia através da quantidade de estresse impostas por esses processos, podendo
resultar na reducdo da germinacao e vigor. Durante a deterioracdo das sementes, as membranas
mitocondriais sdo danificadas, prejudicando a fosforilagdo oxidativa e, por consequéncia, o
piruvato formado pela via glicolitica se da pela via fermentativa para producao de etanol (Kodde
et al.,, 2012). A quantificacdo do etanol produzido e liberado pode fornecer informacdes
importantes relacionados a qualidade fisiolégica de sementes, constituindo um potencial
indicador de vigor, sendo uma alternativa eficiente, rapida e relativamente econémica.

A auséncia de oxigénio leva a um aumento na atividade da enzima alcool desidrogenase
(ADH) a medida que o metabolismo ¢ deslocado das vias aerdbicas para as fermentativas (John
e Greenway 1976; Maricle et al. 2006; Caudle e Maricle 2012). A ADH catalisa a etapa terminal
na fermentacdo do etanol, reduzindo o acetaldeido a etanol (Drew 1997; Maricle et al. 2006).
Os aumentos na atividade do ADH sdo interpretados como indicativos de deficiéncia de
oxigénio a medida que as proteinas da respiracdo anaerobica se tornam mais ativas (John e
Greenway 1976; Mendelssohn, McKee e Patrick 1981).

Diante do exposto trabalho, o objetivo desta pesquisa foi avaliar a aplicagdo combinada
de testes fisiologicos e bioquimicos para determinacdo do vigor de sementes de A. colubrina,

P. moniliformis e M. tenuiflora.
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2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Material vegetal

A pesquisa foi conduzida no Laboratoério de Biotecnologia, no Centro Multidisciplinar
da Universidade Federal do Oeste da Bahia (UFOB), municipio de Luis Eduardo Magalhées-
BA.

Lotes de sementes foram fornecidas pela Rede de Sementes do Projeto de Integracéo do
Sdo Francisco — Ndcleo de Ecologia e Monitoramento Ambiental (NEMA — Petrolina/PE) e
nomeados segundo o ano de coleta. Como representagé@o de lotes de sementes nativas temos:
angico (A. colubrina), angico-de-bezerro (P. moniliformis), e jurema-preta (M. tenuiflora). As
diferencas entre os lotes quanto ao ano da safra sdo desejadas para melhorar a representacéo e

variabilidade para explicar os resultados.

Tabela 1. Relacdo de espécies, origem, latitude, longitude, altitude e safras das matrizes de
sementes nativas selecionadas para o estudo.

Espécie Origem Latitude Longitude  Altitude  Safra

Anadenanthera colubrina  Penaforte - CE  -7,74487536 -39,0555835 466 2015

Anadenanthera colubrina  Salgueiro - PE ~ -8,20353983 -39,2473939 431 2016

Anadenanthera colubrina  Sento Sé - BA -9,79611798 -41,1687426 459 2017

Anadenanthera colubrina  Verdejante - PE  -7,88236254 -39,0295925 531 2018

Anadenanthera colubrina Sertania - PE -8,05537226 -37,2716402 599 2019

Pityrocarpa moniliformis Petrolina - PE -9,32673111 -40,5474705 398 2016

Pityrocarpa moniliformis  Petrolandia - PE ~ -8,82252958 -38,3757248 331 2017

Pityrocarpa moniliformis  Petrolina - PE -9,32673111 -40,5474705 398 2018

Mimosa tenuiflora Petrolina - PE -9,29987713 -40,5411718 398 2017

Mimosa tenuiflora Sertania - PE -8,17624369 -37,266314 611 2019
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2.2.2 Teor de agua (TA)

O teor de &gua foi determinado com duas repeti¢fes de 50 sementes de cada lote de A.
colubrina, P. moniliformis e M. tenuiflora. As sementes foram pesadas inicialmente, e em
seguida colocadas em estufa a 105 + 3 °C, durante 24 horas. Apos o periodo, as sementes foram
pesadas novamente e os resultados foram expressos em porcentagem, na base umida (Brasil,
2009).

100(P - p)

P—t
Onde: % de Umidade (U) = Teor de agua da semente; P = peso inicial; p = peso final; t = tara.
Unidade: %

% de Umidade (U) =

2.2.3 Teste de germinacgédo (GE) e primeira contagem (PC)

Os testes de germinacdo, primeira contagem e contagem da germinagédo final foram
avaliados em um delineamento experimental inteiramente casualizado. As sementes de A.
colubrina foram avaliadas com quatro repeticdes de 100 sementes por lote, as sementes de P.
moniliformis com oito repeti¢des de 50 sementes por lote, e M. tenuiflora com quatro repeti¢oes
de 100 sementes por lote.

As sementes foram germinadas em cadmara B.O.D. (Biochemical Oxigen Demand) a 25
°C e fotoperiodo de 12 horas (Brasil, 2013). As sementes de P. moniliformis e M. tenuiflora
foram semeadas em caixas acrilicas (11cm x 11cm x 3,5cm), utilizando-se como substrato duas
folhas de papel mata-borrdo embebidas em agua destilada com quantidade equivalente a 2,5
vezes a sua massa, e para as sementes de A. colubrina usou-se como substrato trés folhas de
papel de germinacao tipo germitest, embebidas em agua destilada na proporcéo de 2,5 vezes o
peso do papel seco.

G = (N) 100

Onde: G= Germinacdo (%); N = nimero de sementes germinadas; A = numero de sementes na

amostra. Unidade: %

2.2.4 Condutividade elétrica (CE)
A condutividade elétrica, para sementes de P. moniliformis, M. tenuiflor, e A. colubrina,
foram avaliadas em pS.cm™.g™, com quatro repeticdes de 50 sementes embebidas em 75 mL
de &gua destilada durante 24 horas a 25 °C (Vieira e Krzyzanowski, 1999).
L—B

CE = ——
M
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Onde: CE = condutividade elétrica (uS.cm™ g1); L = leitura da amostra no condutivimetro, em
uS.cm™; B = leitura do “branco”, agua deionizada, em pS.cm™; M = massa da amostra em

gramas.

2.2.5 Teste de etanol (ET)

A formagcdo de etanol foi avaliada, em pg.L?, com etildbmetro modificado Dréager
Alcotest® 6810, com delineamento experimental inteiramente casualizado, que para sementes
de P. moniliformis usou-se esquema fatorial 3x2x5 (lotes x volumes de agua de embebicdo x
periodos de embebicdo) com quatro repeticdes. Para as sementes de M. tenuiflora usou-se
esquema fatorial 2x2x5 (lotes x volumes de agua de embebicdo x periodos de embebic¢do) com
quatro repeticdes e paras A. colubrina usou-se esquema fatorial 5x2x5 (lotes x volumes de agua
de embebicdo x periodos de embebicdo) com quatro repeti¢des. Foram colocadas 20 sementes
em frascos de vidro tipo penicilina (30 mL), acrescidos de 0,5 mL e 1,0 mL de &gua destilada,
lacrados, e incubadas a 40 °C durante 2, 4, 6, 8 e 24 horas (Ornellas et al., 2019). Apoés as
leituras, as sementes avaliadas foram armazenadas a -20 °C para posterior obtencao do extrato

de proteinas soluveis totais e medidas da atividade da enzima ADH.

2.2.6 Extracdo de proteinas soluveis totais

Sementes de P. moniliformis, M. tenuiflora e A. colubrina provenientes do teste de
etanol (embebidas em 0,5 mL de agua destilada) foram agrupadas como um pool das repeticdes
dos tempos especificos. Para a espécie de A. colubrina foi usado ~300 mg do pool do periodo
de embebicdo de 8h e para as demais espécies foram usados ~100 mg dos pools dos periodos
de embebicdo de 4h. Os pools foram macerados em presenca tampédo de extragdo gelado
composto por 50 mm Tris-HCI, pH 8,0, acrescido de 15 mM DTT. Apds completa maceracéo,
o material foi centrifugado a 12.000 g durante 15 min a 4°C. O sobrenadante obtido (extrato
soluvel total) foi quantificado pelo Método de Bradford (ug/pL) utilizando a albumina bovina
(BSA) como padrdo (Bradford, 1976) e mantido em banho de gelo para as avaliagdes

bioquimicas posteriores.

2.2.7 Atividade da Desidrogenase Alcoolica (ADH) —EC: 1.1.1.1

A atividade de ADH foi determinada de acordo a metodologia de Chung; Ferl (1999)
com modificagdes. O extrato bruto proteico foi usado em quatro repeticdes experimentais para
as medidas realizadas. O tampé&o de reacdo da ADH foi composto por 50 mM de Tris-HCI (pH
9,0) e NAD" 900 uM. A reacédo enzimatica foi iniciada pela adicdo de etanol (concentracdo
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final de 20 % (v/v) a mistura. As leituras foram acompanhadas a cada 15 segundos por 1 minuto
com absorbéncia de 340 nm em espectrofotometro. A atividade da enzima ADH foi expressa

como pumol/ug de proteina/min.

2.2.8 Procedimentos estatisticos

Os dados foram testados quanto a normalidade e homoscedasticidade, e analisados em
delineamento inteiramente casualizado para os testes de qualidade fisioldgica. Para o teste de
etanol foi adotado o esquema fatorial (lotes x quantidades de sementes x periodos de
embebicdo) com quatro repeti¢Oes. Foi realizada a analise de regressdo para os periodos de
leitura. As médias foram comparadas pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de
erro. As analises estatisticas foram realizadas com o auxilio do programa estatistico AgroEstat
(Barbosa e Maldonado Junior, 2015). A analise de componentes principais (PCA) foi realizada
por meio do software PAleontological STatistics 4.03 (PAST 4.03).
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2.3 RESULTADOS

O teor de agua inicial das sementes de A. colubrina, P. moniliformis, M. tenuiflora
apresentaram uniformidade entre os lotes. Sementes de A. colubrina pertencentes ao lote 2019
apresentaram teor de &gua médio de 9,96%, sendo superior aos demais lotes avaliados (Tabela
2). Verificou-se ainda que para as sementes de P. moniliformis o lote 2018 apresentou teor de
agua médio de 8,73% (Tabela 3), e paras as sementes de M. tenuiflora o lote de 2019 apresentou
teor de agua médio de 8,01% (Tabela 4). Os teores de agua de todos as espécies tiveram uma
pequena variagdo entre os lotes dentro de um mesmo estado de coleta (Tabelas 2-4).

Os testes de germinacdo, das sementes de A. colubrina, permitiu diferenciar os lotes em
trés niveis de significancia, sendo os lotes 2015, 2016 e 2019 com germinacéo de 93,2%, 96,0%
e 89,5% respectivamente, e o lote 2017 com germinacao intermediaria com 69,2%, e o lote
2018 mostrou-se inferior com germinacgdo de 25,0%, e primeira contagem menor que 24%
(Tabela 2). As sementes de P. moniliformis distinguiram niveis de lotes, sendo que o lote 2016
obteve niveis mais elevados de germinacao final e primeira contagem, quando comparados aos
do lote de 2018 (Tabela 3). As sementes de M. tenuiflora ndo obtiveram diferenca,
estatisticamente, entre os lotes, tanto na germinacao final quanto na primeira contagem (Tabela
4).

No teste de condutividade elétrica, para as sementes de A. colubrina, o lote 2018, de
forma significativa, apresentou maior quantidade de eletrolitos lixiviados, quando comparados
com os demais lotes (Tabela 2). Para as sementes de P. moniliformis ndo houve diferenca
significativa entre os lotes (Tabela 3). Para as sementes de M. tenuiflora observou-se que o lote
2019 apresentou maiores quantidades de exsudados (Tabela 4).

Tabela 2. Teor de agua (TA), germinacdo (GE), primeira contagem (PC), e condutividade
elétrica (CE) de diferentes lotes de A. colubrina.

Lote TA(%) GE (%) PC(%) CE(uS.cm'.g?)

2015 87  932a  932a 182,0 d
2006 77 960a  960a 1385 ¢
2017 98  692b  682Db 303,7 b
2018 80  250c  247c 4422 a
2019 99 907a  895a 2540 ¢
CV (%) - 72 6.9 6.3

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste Tukey a 5%.
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Tabela 3. Teor de &gua (TA), germinagdo (GE), primeira contagem (PC), e condutividade
elétrica (CE) de diferentes lotes de P. moniliformis.

Lote TA (%) GE (%) PC (%) CE (uS.cm™.g?)

2016 66 253a 226a 69,6 a
2017 76  197ab 16,1 ab 60,0 a
2018 87 177b  120b 76,0 a

CV (%) - 46,7 42 27,5

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste Tukey a 5%.

Tabela 4. Teor de agua (TA), germinagdo (GE), primeira contagem (PC), e condutividade
elétrica (CE) de diferentes lotes de M. tenuiflora.

Lote TA (%) GE (%) PC (%) CE (uS.cm™.g?)

2017 6.7 247 a 8,0 a 59,5b
2019 8,0 2622a 120a 2210 a
CV (%) - 13,0 16,8 27,8

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste Tukey a 5%.

No teste de etanol, para avaliacdo do vigor de sementes de A. colubrina, os lotes de
sementes 2017 e 2018 apresentaram maior liberacéo de etanol que nos demais lotes a partir de
seis horas, embebidas em 0,5 mL de agua destilada (Figuras 1C e 1D). Ap6s quatro horas de
embebicdo, as sementes do lote 2017 apresentaram, através da leitura no etilémetro, liberacéo
de etanol crescente até o final do periodo de avaliacdo (Figura 1C). Para as sementes de P.
moniliformis observou-se que todos os lotes, a partir de quatro horas, embebidas em 0,5 mL de
agua destilada, apresentaram maiores teores de etanol liberado (Figura 2). Para as sementes de
M. tenuiflora a liberacdo de etanol foi expressiva e constante, a partir de 4h, embebidas em 0,5
mL de agua destilada, pelo lote 2017, quando comparada com o lote 2019, que também
apresentou liberacdo de etanol, a partir de quatro horas, embebidas em 0,5 mL de dgua destilada
(Figura 3).
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Figura 1. Teor de etanol liberado por 20 sementes de A. colubrina em 0,5 e 1,0 mL de volume
de agua de embebicdo em funcéao do periodo nos diferentes lotes. (A) 2015, (B) 2016, (C) 2017,
(D) 2018, (E) 2019.
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Figura 2. Teor de etanol liberado por 20 sementes de P. moniliformis em 0,5 e 1,0 mL de volume
de &4gua de embebigdo em fungdo do periodo nos diferentes lotes. (A) 2016, (B) 2017, (C) 2018.
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Figura 3. Teor de etanol liberado por 20 sementes de M. tenuiflora em 0,5 e 1,0 mL de volume
de 4gua de embebigdo em fungdo do periodo nos diferentes lotes. (A) 2017, (B) 2019.
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As sementes embebidas e usadas para a medida do teor de etanol foram direcionadas
para a verificacdo da atividade da ADH. Os tempos de embebicdo foram selecionados apds
analise de regressao apresentada anteriormente e os tempos escolhidos foram: oito horas para
angico e quatro horas para P. moniliformis e M. tenuiflora. Dessas sementes foram obtidos os
extratos brutos que foram quantificados pelo método de Bradford, e deles foi medido a atividade
da ADH pela conversdo do etanol ao acetaldeido. Verificou-se a atividade da enzima que tem
relacdo direta com a liberacdo do etanol medido (Figuras 4-6).

Para as sementes de A. colubrina, montou-se o grafico com as medidas do teor de etanol
nos lotes e o resultado da atividade ADH e assim obteve-se o perfil Etanol-ADH. As medidas
de etanol sdo dadas em ug/L e da ADH em uM/min/ug de proteina total. Esse é o perfil para 0s
lotes de A. colubrina e nele notou-se que a atividade da ADH nas sementes com oito horas de
embebicdo segue um padrdo que € muito proximo daquilo que foi verificado com as medidas
do teor de etanol. Com a embebicdo a enzima torna-se ativa e € mais notada justamente nos
lotes que mostraram maior liberacdo de etanol. Havendo entdo, o que até aqui, podemos

considerar como uma correlacao entre os dois experimentos (Figura 4).
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Figura 4. Perfil da atividade enzima desidrogenase alcoolica (ADH) e do teor de etanol em
sementes de A. colubrina no periodo de embebicdo de oito horas - safras 2015, 2016, 2017,
2018 e 2019.
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Novamente corroborando com o que foi dito sobre a relacdo entre a liberagcdo de etanol
e acdo da ADH, para as sementes de P. moniliformis também se notou o surgimento de um
padrdo no perfil Etanol-ADH. Chama atencdo aqui o fato dessas sementes estarem com quatro

horas de embebicdo e a medida da atividade da enzima foi obtida de forma rapida e com a alta
sensibilidade (Figura 5).
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Figura 5. Perfil da atividade enzima desidrogenase alcoolica (ADH) e do teor de etanol em

sementes de P. moniliformis no periodo de embebicdo de quatro horas - safras 2016, 2017 e
2018.

Para as sementes de M. tenuiflora, o perfil etanol-ADH pdde ter sido alcangado, mesmo
usando apenas dois lotes, sendo possivel distinguir sobre a qualidade fisioldgica das safras
quatro horas ap06s a embebicdo das sementes (Figura 6).
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Figura 6. Perfil da atividade enzima desidrogenase alcoolica (ADH) e do teor de etanol em
sementes de M. tenuiflora no periodo de embebicdo de quatro horas - safras 2017 e 20109.
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Com a realizacdo de todos os testes, montou-se o arranjo para a PCA. Nessa analise foi
considerado todos os dados obtidos para os testes e observou-se com o plot como os lotes se
agrupam e quais as variaveis, ou seja, 0s testes que mais se destacaram para o arranjo obtido
(Figuras 7-9).

ET_1.0.8n PC Eigenvalue % variance
1 11.0854 85.272
2 174116 13.394

Component 2

Figura 7. Andlise de componentes principais. Biplot mostrando a projecdo das variaveis nos
dois primeiros componentes principais com a discriminacdo da GE, PC, CE e Teste de etanol
no periodo de 2, 4, 6, 8, e 24 horas de embebicdo em 0,5 e 1,0 mL de agua e para a atividade
enzimatica (ADH) no periodo de oito horas de embebicdo em sementes A. colubrina nas safras
2015, 2016, 2017, 2018 e 2019.

Para A. colubrina foram formados trés agrupamentos distintos dentro dos quadrantes
das componentes principais 1 e 2. Observando os raios das variaveis, foi verificado que, com
excecdo de etanol 24h, usando 1,0 mL para embebicdo, todos os demais testes contribuem de
forma muito parecida para o agrupamento dos quadrantes, seja positivo ou negativo, dos dois
componentes, sendo que a componente 1 foi capaz de explicar mais de 85% da variancia (Figura
7).
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Figura 8. Andlise de componentes principais. Biplot mostrando a projecdo das variaveis nos
dois primeiros componentes principais com a discriminagdo da GE, PC, CE e Teste de etanol
no periodo de 2, 4, 6, 8, e 24 horas de embebicdo e para a atividade enzimatica (ADH) no
periodo de quatrro horas de embebicdo em sementes P. moniliformis nas safras 2016, 2017 e
2018.

Para P. moniliformis, aplicando a mesma anéalise, foi obtido trés agrupamentos.
Observando a distribuicao das variaveis dentro dos quadrantes, € visto que, para 0 componente
1, os testes se distribuem de maneira muito similar, a excecdo do teste de etanol duas horas com
0,5 mL (Figura 8).
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Figura 9. Andlise de componentes principais. Biplot mostrando a projecdo das variaveis no
primeiro componente principal com a discriminacdo da GE, PC, CE e Teste de etanol no
periodo de 2, 4, 6, 8, e 24 horas de embebicdo e para a atividade enzimatica (ADH) no periodo
de quatro horas de embebicdo em sementes M. tenuiflora nas safras 2017 e 2019.

A PCA para M. tenuiflora foi montada, mesmo havendo apenas as duas amostras e como
pode ser visto, essas safras se agruparam em quadrantes diferentes, formando dois
agrupamentos distintos e com os testes influenciando da mesma maneira para esses
agrupamentos. Nesse caso, a PCA teve apenas um componente que explicou 100% da variancia

dos nossos dados (Figura 9).
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2.4 DISCUSSAO

A determinacdo do teor de agua € de extrema importancia para execucdo do teste de
etanol e demais testes de vigor, pois de acordo com Tunes et al. (2011), quando o teor de agua
das sementes é relativamente baixo e homogéneo, é possivel obter uma maior confiabilidade
aos resultados obtidos nos testes de qualidade fisiol6gica, porque enzimas hidroliticas tornam-
se mais eficientes a medida que as sementes alcangcam um teor de agua proximo ao necessario
para o inicio da germinacdo. Marcos Filho (2015a) relatou que lotes de sementes com diferencas
de teores de agua entre 1 e 2% ndo apresentam nenhum comprometimento para as sementes.
Torres e Marcos-Filho (2001) mencionaram que a variagdo dentro destes limites proporciona
seguranca na execucdo dos testes, considerando-se que a uniformizacdo do teor de agua das
sementes € imprescindivel para a padronizacdo das avaliacfes e obtencdo de resultados
consistentes.

O resultado do teste de germinagdo isoladamente nem sempre apresenta valores
condizentes com o verdadeiro potencial de qualidade de um determinado lote, pois o referido
teste € realizado em condicdes 6timas, impossibilitando a deteccdo de pequenas variacdes no
potencial de desempenho (Hampton e Tekrony, 1995), o que pode levar a superestimacdo da
qualidade dos lotes, havendo assim a necessidade de uma complementagédo dessas informacoes
pelos resultados de testes de vigor.

As varidveis: primeira contagem e condutividade elétrica, sdo ferramentas de
fundamental importancia para a separacao de lotes com alto potencial fisioldgico. De acordo
com Wrasse (2006), a primeira contagem da germinacdo é um teste conduzido em condices
totalmente favoraveis podendo beneficiar lotes de médio a alto vigor. Mesmo assim, pode ser
considerado um teste de vigor, pois sabe-se que, com a deterioracdo da semente, a velocidade
de germinacdo é reduzida e isso é possivel de ser verificado antes de se observar a porcentagem
final de germinacdo (Silveira et al., 2002). O teste de condutividade elétrica é um teste
bioquimico baseado no principio de que um processo de deterioracdo leva a lixiviacdo dos
constituintes celulares devido a perda de integridade dos sistemas de membrana celular e
reducdo da velocidade de reparo da membrana (Vieira e Krzyzanowski, 1999; Ma et al., 2020).
Ao avaliar a condutividade elétrica, observou-se que a quantidade de exsudados aumentou
progressivamente na direcdo dos lotes mais degradados. Cavalcante et al. (2017), através de
seus estudos cientificos, mostraram que inversamente proporcional ao dano as membranas
celulares, 0 aumento da condutividade elétrica indica que houve uma reducédo gradativa no vigor

das sementes. Sementes com baixo vigor e, portanto, alta condutividade elétrica (Ma et al.,
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2020), apresentam baixo desempenho na retomada das atividades metabdlicas para a
germinagdo. 1sso se deve ao baixo nimero de mitocéndrias durante a reativagdo do metabolismo
e consequente baixa taxa de respiracdo e producdo de energia (Borella et al., 2013),
apresentando assim relevante poder de discriminacgéo de lotes.

De acordo Marcos-Filho (2015b), a relacdo da producdo de etanol entre os lotes e os
periodos de leitura deve ser observada como fator fundamental para padronizacdo da
metodologia do teste de vigor, que tem como um dos principios basicos a precocidade dos
resultados as funcGes de um teste de vigor, entdo além de complementar as informacdes do teste
de germinacdo, tém a finalidade de comparar lotes com germinacéo aceitavel e semelhante.
Baixa liberacdo ou nula de etanol evidenciado nos lotes menos deteriorados, se justifica ao fato
de que sementes com maior vigor, ao iniciar o processo de embebicédo, apresentarem eficiente
mecanismo de reparo de membranas, cidos nucleicos e outras macromoléculas envolvidas nas
sinteses metabolicas em direcdo a germinacdo (Bewley et al., 2013). Em contrapartida,
sementes deterioradas apresentam baixo desempenho na retomada das atividades metabdlicas
rumo a germinacdo, devido ao baixo numero de mitocondrias durante a reativacdo do
metabolismo com a embebicao, reduzindo a eficiéncia do processo resultando em baixas taxas
de respiracdo e consequentemente baixa producdo de energia na forma de trifosfato de
adenosina (ATP) (Borella et al., 2013; Marcos-Filho, 2015a).

A técnica de componentes principais tem sido utilizada para a caracterizacao de diversas
culturas, e tem levado a identificacdo de caracteristicas importantes para serem avaliadas por
meio de estudos prévios, permitindo descartar caracteres de pouca contribuicao e, dessa forma,
é possivel reduzir méo de obra, tempo e custos (Tobar-Tosse et al., 2015). Esta técnica tem sido
empregada nos trabalhos de tecnologia de sementes, visando esclarecer as relagdes entre as

diferentes variaveis de avaliacao do potencial fisioldgico.
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2.5 CONCLUSOES

Todos os testes aplicados foram eficientes para identificacdo da qualidade fisioldgica
das sementes de Anadenanthera colubrina. Para as sementes de Pityrocarpa moniliformis, os
testes de germinagéo, o teste de etanol e a avaliagcdo da atividade ADH mostraram eficiéncia
para distinguir as safras quanto a qualidade fisioldgica das sementes. As sementes de Mimosa
tenuiflora obtiveram resultados eficientes dos testes de condutividade elétrica, teste de etanol e
avaliacdo da atividade ADH. Todas as espécies contribuiram de maneira muito proxima para
0s agrupamentos das safras verificadas. A escolha do teste mais adequado ir&4 depender da

infraestrutura, recursos e tempo disponiveis para a analise.
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CAPITULO 3

POTENCIAL DO ULTRASSOM COMO CONDICIONAMENTO FISIOLOGICO DE
SEMENTES DE Pityrocarpa moniliformis e Mimosa tenuiflora.

Artigo submetido: Journal of Seed Science



69

RESUMO

O armazenamento de sementes de espécies nativas de forma adequada pode influenciar na
manutencdo da qualidade fisiologica destas, afetando o seu vigor, germinacdo e
estabelecimento das plantas. O vigor de sementes é um fator importante para que se tenha
germinacdo uniforme e estande ideal de plantas. O ultrassom aparece como um potencial
condicionador fisiologico, por ser de facil aplicacdo e rapida operacdo. Entre os efeitos
associados com o condicionamento ultrassénico tem-se: térmico, estrutural e quimico. Assim,
se prop0e neste trabalho avaliar o potencial do ultrassom como um tratamento de pré-semeadura
capaz de expressar o vigor de lotes de sementes nativas. Para tanto, sementes de Pityrocarpa
moniliformis e Mimosa tenuiflora foram imersas em 100 mL de &gua destilada e submetidas a
um pulso ultrassdnico de 10 segundos com poténcias de 20W, 40W e 60W. As sementes
tratadas foram colocadas para germinar em 25 °C, fotoperiodo de 12 horas em B.O.D. Apds 21
dias e 14 dias da semeadura avaliou-se a porcentagem e velocidade de germinagdo e
comprimento de plantulas de P. moniliformis e M. tenuiflora, respectivamente. Os resultados
foram comparados com sementes sem tratamento ultrassénico. O condicionamento ultrassdnico
induziu resultados e foi capaz de aumentar significativamente a germinacéo e vigor de sementes
que repercutiu também em maior comprimento das plantulas. Dessa forma, o condicionamento
ultrassdnico se apresenta como uma ferramenta promissora para a biotecnologia na aplicacéo

ambiental e expressdo de vigor de sementes.

Palavras-chave: Germinagéo, Vigor, Ultrassonico.
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ABSTRACT

The proper storage of seeds of native species can influence the maintenance of their
physiological quality, affecting their vigor, germination and establishment of plants. Seed vigor
Is an important factor for uniform germination and an ideal plant stand. Ultrasound appears as
a potential physiological conditioner, as it is easy to apply and quick to operate. Among the
effects associated with ultrasonic conditioning are: thermal, structural and chemical. Thus, it is
proposed in this work to evaluate the potential of ultrasound as a pre-sowing treatment capable
of expressing the vigor of native seed lots. Therefore, seeds of Pityrocarpa moniliformis and
Mimosa tenuiflora were immersed in 100 mL of distilled water and subjected to an ultrasonic
pulse of 10 seconds with powers of 20W, 40W and 60W. The treated seeds were placed to
germinate at 25°C, photoperiod of 12 hours in B.O.D. After 21 days and 14 days of sowing, the
percentage and speed of germination and seedling length of P. moniliformis and M. tenuiflora
were evaluated, respectively. The results were compared with seeds without ultrasonic
treatment. Ultrasonic conditioning induced results and was able to significantly increase seed
germination and vigor, which also resulted in greater seedling length. Thus, ultrasonic
conditioning is presented as a promising tool for biotechnology in the environmental

application and expression of seed vigor.

Keywords: Germination, Vigor, Ultrasonic.
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3.1 INTRODUCAO

A maior parte da area do Nordeste brasileiro € composta pelo bioma Caatinga, sendo
caracterizada por um clima semiarido, com altas temperaturas e baixa umidade, com chuvas
irregulares distribuidas em um curto periodo, de trés a seis meses. Esse bioma est4 sob forte
pressdo extrativista, pois possui espécies vegetais de grande relevancia econdmica com
multiplicidade de usos, como para a producdo de mel, forragem, madeira, energia,
ornamentacdo e produtos fitoterapicos. Uma alternativa de manejo da Caatinga para a reducao
dos impactos das atividades humanas e preservagdo do bioma é o plantio de espécies florestais
nativas (Velloso et al., 2002). As sementes em geral, em decorréncia do armazenamento, podem
apresentar-se deterioradas com baixo vigor. As consequéncias ambientais e comerciais disso
sdo a perda de diversidade genética, a reducdo da germinacdo ou a geracdo de plantulas com
anormalidades, levando a redugdo do estabelecimento das plantas em campo (Kaneko et al.,
2002). A deterioracdo das sementes estd associada a alteracdes no metabolismo bioquimico
celular, incluindo ativacdo/inativacao de enzimas, aumento da peroxidacdo de lipidios, falta de
integridade da membrana e mesmo danos ao material genético (Diwir et al., 2011). O vigor das
sementes € um dos principais atributos da qualidade fisiolégica a ser considerado na
implantacdo de uma cultura. O alto vigor pode assegurar adequada populagéo de plantas sobre
uma ampla variacdo de condi¢Ges ambientais de campo encontradas durante a emergéncia, e
possibilitar aumento na producdo quando a densidade de plantas € menor que a requerida
(Tekrony e Egli, 1991). Sementes com baixo vigor, por outro lado, podem levar a reducéo da
velocidade de emergéncia, da uniformidade, da emergéncia total, fatores esses que podem
influenciar a acumulacdo de matéria seca, e assim afetar o rendimento (Kolchinski, 2005), e
consequentemente produtividade.

Algumas préticas, como o uso de ultrassom, podem ser aplicadas como tratamento de
pré-semeadura, visando promover melhores taxas de germinacdo e qualidade de producdo de
sementes sob condicdes de estresse ou envelhecidas pelo longo periodo de armazenamento
(Yaldagard et al., 2008). Para alcancar o efeito desejado para o condicionamento fisioldgico
com o ultrassom (US) sobre a germinacao € necessario observar parametros como intensidade,
frequéncia e duracdo da US, além do gendtipo das plantas. A correta associacdo desses
parametros e genotipos pode resultar em melhor transporte de nutrientes pela modificagdo da
parede celular, com melhor absorcdo dos elementos Uteis para 0 processo de germinacdo das
sementes (Risca Fartais e Stiuca, 2007). Considerando que as sementes sdo importantes ndo

apenas para as grandes culturas agricolas, mas também para a manutencéo da diversidade de
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espécies nativas de plantas, consideramos neste trabalho, como objetivo, avaliar o potencial do
ultrassom como um tratamento de pré-semeadura capaz de expressar o vigor de lotes de

sementes de Pityrocarpa moniliformis e Mimosa tenuiflora.
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3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Obtencdo de lotes de sementes

A pesquisa foi conduzida no Laboratoério de Biotecnologia, no Centro Multidisciplinar
da Universidade Federal do Oeste da Bahia (UFOB), municipio de Luis Eduardo Magalhées-
BA.

Lotes de sementes de Pityrocarpa moniliformis e Mimosa tenuiflora foram doadas em
2020 pela Rede de Sementes do Projeto de Integracdo do Sao Francisco — Nucleo de Ecologia
e Monitoramento Ambiental (NEMA — Petrolina/PE) onde se mantiveram armazenadas em
camara fria (10+1 °C, URar de 40 %) até o inicio do experimento em 2021. Em 2021 o teor de
agua das sementes variou entre 6,64 %, 7,6 % e 8,73 % para as sementes de P. moniliformis
nas safras 2016, 2017 e 2018, respectivamente. Para as sementes de M. tenuiflora o teor de dgua
variou entre 6,74 % na safra de 2017 e 8,01 % na safra de 2019. Como representagéo de lotes
de sementes nativas temos as diferengas quanto ao ano da safra onde sdo desejadas para

aumentar a representacao e variabilidade.

3.2.2 Condicionamento ultrassonico

A irradiacdo ultrassonica foi produzida com um gerador de ultrassom (Ultroniqui
Q800W) com frequéncia fixa de 40 kHz, em temperatura ambiente e com poténcia ultrassnica
determinada. Foram usadas trés poténcias ultrassénicas (20W; 40W e 60W), com tempo de 10
segundos aplicados em um Unico pulso. Apds a separacdo e pesagem das sementes, foram
colocadas em recipientes contendo 100 mL de agua destilada. A sonda geradora de ultrassom
foi colocada em contato com o liquido do recipiente, evitando o contato direto com as sementes
imersas. Todos os tratamentos foram realizados seguindo o0 nimero de sementes e repeticdes
determinados com o protocolo do teste de germinacdo da espécie. Para cada tratamento foi

incluido um controle sem tratamento ultrassénico (Liu et al., 2016).

3.2.3 Teste de germinacédo (GE) e primeira contagem (PC)

Os testes de germinacdo, primeira contagem e germinacao final, foram avaliados em um
delineamento experimental inteiramente casualizado, com oito repeticdes de 50 sementes por
lote de sementes de P. moniliformis, e quatro repeticdes de 100 sementes por lote para sementes
de M. tenuiflora. As sementes de P. moniliformis e M. tenuiflora foram semeadas em caixas
acrilicas (11cm x 11lcm x 3,5cm), utilizando-se como substrato duas folhas de papel mata-

borrdo embebidas em &gua destilada com quantidade equivalente a 2,5 vezes a sua massa.
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As sementes de P. moniliformis e M. tenuiflora foram germinadas em camara B.O.D.
(Biochemical Oxigen Demand) a 25 °C e fotoperiodo de 12 horas (Brasil, 2013).

G = (N) 100

Onde: G = percentual de germinacdo; N = numero de sementes germinadas; A = numero de

sementes na amostra. Unidade: %

3.2.4 Porcentagem de plantulas normais e crescimento inicial

Além da porcentagem final de plantulas normais, avaliou-se o comprimento médio de
dez plantulas normais obtidas ap6s o vigésimo primeiro dia das sementes de P. moniliformis, e
décimo quarto dia das sementes de M. tenuiflora (Nakagawa, 1999).

Procedeu-se a medicdo da raiz (RZ), hipocétilo (Parte Aérea—PA) e do cotilédone (CO)

das plantulas normais, com paquimetro, e os resultados foram expressos em centimetros (cm).

3.2.5 Condutividade elétrica (CE)
A condutividade elétrica, para sementes de P. moniliformis e M. tenuiflora, foram
avaliadas em pS.cm™.g, com quatro repeticdes de 50 sementes embebidas em 75 mL de agua

destilada durante 24 horas a 25 °C (Vieira e Krzyzanowski, 1999).

CE_L—B
M

Onde: CE = condutividade elétrica (uS.cm™ g1); L = leitura da amostra no condutivimetro, em
uS.cm™; B = leitura do “branco”, agua deionizada, em uS.cm™; M = massa da amostra em

gramas.

3.2.6 Procedimentos estatisticos

A normalidade e homocedasticidade dos dados dos testes de qualidade fisioldgica foram
analisadas, e as diferencas das médias comparadas pelo Teste de Tukey (p<0,05). As anélises
estatisticas foram realizadas com o auxilio do programa estatistico AgroEstat (Barbosa e
Maldonado Junior, 2015).
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3.3 RESULTADOS

Os efeitos da estimulacdo ultrassdnica na germinacdo e comprimentos de raiz, parte
aerea e cotilédone de sementes de P. moniliformis e M. tenuiflora foram estudados. As
intensidades ultrassonicas afetaram significativamente a germinagdo e comprimento de
plantulas. Os resultados foram mostrados nas Tabelas 2, 3, 4,5,6 e 7.

O condicionamento ultrassénico interferiu no potencial fisiolégico das sementes dos
lotes avaliados. As sementes de P. moniliformis do lote 2016, oriundas de todos os tratamentos
com US, apresentaram percentual de primeira contagem e germinacdo final superiores ao
controle. Para os demais lotes, o efeito sobre a germinacdo foi positivo e proporcional ao
potencial ultrassénico aplicado (Tabela 2).

N&o houve efeito significativo na primeira contagem da germinacdo das sementes dos
lotes 2017 e 2019 de M. tenuiflora (Tabelas 3 e 4). No entanto, para essas amostras, o tratamento
com potencial ultrassonico de 60W do lote 2019 se mostrou mais efetivo sobre a expresséo do
vigor das sementes quando comparado com o controle. Para a condutividade elétrica a
qualidade das sementes foi avaliada indiretamente através da determinacdo da quantidade de
lixiviados na solucdo de embebicédo das sementes (Tabela 3).

Para esse estudo, a condutividade elétrica de lotes de sementes de P. moniliformis e M.
tenuiflora ndo apresentaram valores com diferencas estatisticas quanto a liberacdo de exsudatos

em solucdo (Tabelas 2, 3, 4 e 5).
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Tabela 2. Germinagdo (GE), primeira contagem (PC), e condutividade elétrica (CE) de
diferentes lotes de sementes de P. moniliformis submetidos a tratamento ultrassbnico em

diferentes poténcias.

9 meomeo (wy 509 PCO9 CEGSom’)

0 253b 226b 69,6 a
20 330a 330a 53,2a
2016 40 380a 380a 599a
60 39,2a 39,2a 455 a

CV (%) 14,3 14,9 38,6
0 19,7¢ 16,1c 60,0 a
2017 20 31,0ab 31,0ab 33,7a
40 25,7bc 257D 41,4 a
60 35,0a 350a 445 a

CV (%) 18,3 16,9 46,9
0 17,7¢ 120c 76,0 a
20 20,7bc 20,7b 75,4 a
2018 40 295a 295a 83,2a
60 26,7ab 26,7 ab 70,5a

CV (%) 20,5 21,5 33,0

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste Tukey a 5%.

Tabela 3. Germinacdo (GE), primeira contagem (PC), e condutividade elétrica (CE) de
diferentes lotes de sementes de M. tenuiflora submetidos a tratamento ultrassdnico em

diferentes poténcias.

Lote ultraz(s)(;?lrif(l)al(\N) GE(%) PC (%) CE (m'cm_l'g-l )

0 24,7b 80a 59,5a
20 405a 90a 79,9 a
2017 40 395a 120a 60,1 a
60 42,5a 55a 47,3 a

CV (%) 16,1 50,6 38,6
0 262b 120a 2210a
2019 20 36,0ab 15,0a 403,4 a
40 405ab 135a 329,0a
60 50,5a 6,0a 383,5a

CV (%) 21,5 59,6 38,6

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste Tukey a 5%.
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Tabela 4. Diferenca Minima Significativa (DMS) e Teste F dos testes de germinacdo (GE),
primeira contagem (PC), e condutividade elétrica (CE) de diferentes lotes de sementes de P.
moniliformis.

P. moniliformis
Lote Teste DMS  Teste F
GE 6,6 13,3**
2016 PC 6,7 18,5**
CE 46,2 0,8NS
GE 6,9 13,3**
2017 PC 6,2 25,6**
CE 443 1,0NS
GE 6,6 9,56**
2018 PC 6,5 20,8**
CE 53,0 0,1NS

Tabela 5. Diferenca Minima Significativa (DMS) e Teste F dos testes de germinacdo (GE),
primeira contagem (PC), e condutividade elétrica (CE) de diferentes lotes de sementes de M.
tenuiflora.

M. tenuiflora
Lote Teste DMS  Teste F
GE 12,5 7,4%*
2017 PC 9,1 1,5NS
CE 50,0 1,2 NS
GE 17,3 5,9**
2019 PC 14,5 1,2 NS
CE 2714 16NS

O condicionamento ultrassonico realizado com as sementes do lote de P. moniliformis
influenciou positivamente no desenvolvimento das plantulas oriundas deste tratamento (tabela
6). Para essas plantulas, quando comparadas ao controle, observou-se o aumento do
comprimento médio de todas as partes medidas em todos os lotes, sendo que nos lotes 2016,
2017 e 2018 o comprimento de raizes foram consideravelmente superiores em todas as
poténcias quando comparado com o controle. No lote 2016 foi observado um maior
comprimento de raiz e parte aérea com poténcia de 40W, no lote 2017 foi obtido um
comprimento maior de cotiledone na poténcia de 60W, e no lote 2018 foi observado que todos

os comprimentos de plantulas (raiz, parte aérea e cotilédone) diferiram estatisticamente do
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controle. Isso indica que o condicionamento ultrassénico foi capaz de melhor expressar o vigor
das sementes de P. moniliformis (Tabela 6).

Em sementes de M. tenuiflora, no lote de 2017, o condicionamento ultrassénico teve
efeito positivo para o desenvolvimento de raiz e parte aérea com a poténcia de 40W e 60W,
quando comparado ao tratamento controle. A parte aérea do lote 2019 apresentou reducédo de

medidas de comprimento com o condicionamento ultrassénico das sementes (Tabela 7).

Tabela 6. Comprimento de plantulas (Raiz, Parte Aérea e Cotilédone) de diferentes lotes de
sementes de P. moniliformis submetidos a tratamento ultrassdnico em diferentes poténcias.

Lote Potencial Comprimento de Plantulas (cm)
ultrassénico (W) Raiz  Parte Aérea  Cotilédone
0 215¢ 30,8 b 9,7¢c
20 63,3b 43,4 a 10,4 b
2016 40 76,3 a 50,5a 11,3a
60 71,9 ab 49,2 a 114 a
CV (%) 35,8 30,5 10,4
0 23,0b 30,0b 9,7b
20 56,7 a 475a 10,2 ab
2017 40 62,1a 46,8 a 10,5a
60 59,6 a 47,8 a 10,6 a
CV (%) 32,1 26,3 12,7
0 19,7¢c 30,1b 9,7b
20 82,7 a 50,2 a 110a
2018 40 716D 49,7 a 11,1a
60 82,2 ab 45,8 a 11,1a
CV (%) 28,8 26,8 11,8

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste Tukey a 5%.
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Tabela 7. Comprimento de pléntulas (Raiz, Parte Aérea e Cotilédone) de diferentes lotes de
sementes de M. tenuiflora submetidos a tratamento ultrassdnico em diferentes poténcias.

Lote Potencial Comprimento de Plantulas (cm)
ultrassénico (W)  Raiz  Parte Aérea  Cotilédone

0 8,6c¢C 249D 51c

20 20,0 b 20,8 b 6,1b

2017 40 36,3 a 30,4 a 7,1la
60 23,6 b 21,1 Db 7,3a

CV (%) 33,9 37,2 16,1
0 11,7¢c 294 a 6,3¢

20 27,8 b 239D 69D

2019 40 29,8 ab 27,1 ab 8,la
60 329a 24,8 Db 8,4a

CV (%) 29,9 28,3 12,2

*Meédias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste Tukey a 5%.
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3.4 DISCUSSAO

O ultrassom € uma forma de energia mecanica, vibracional, que pode ter acdo deletéria
ou indutora do desenvolvimento em tecidos vivos dependendo da intensidade, do tempo de
exposicdo, da frequéncia de aplicagéo e da distancia do transdutor ao alvo (Hebling; Silva,
1995). Yaldagard et al. (2008a) relataram a utilidade das ondas ultrassonicas, como um novo
método, para melhorar a germinacdo de sementes e o crescimento das plantas.

Os testes de vigor tém sido instrumentos de uso cada vez mais rotineiros para
determinacdo da qualidade fisiologica de sementes usadas na aplicacdo ambiental na
recuperacdo de é&reas degradadas, ou ainda com aplicacdo cientifica nos bancos de
germoplasma. A determinacdo do teor de agua presente nas sementes é um dos parametros
tratados nos testes de vigor. O teor de dgua das sementes influencia diretamente varios aspectos
de sua qualidade fisiolégica, por isso a sua determinagdo é fundamental em testes de qualidade
de lotes de sementes. A disponibilidade de agua desempenha um papel significativo nas reacGes
enzimaticas, na solubilidade e transporte de metabdlitos, e como reagente na quebra hidrolitica
de proteinas, lipidios e carboidratos nos tecidos de sementes em germinacdo (Bewley e Black,
1994). Uma célula vegetal é aumentada quando o vacuolo central é preenchido com &gua. A
agua para ser transferida para o vacuolo central precisa passar pela parede celular e pela
membrana plasmatica. Entdo quando as sementes sdo expostas a ondas ultrassénicas as paredes
celulares sofrem algumas alteracdes pelas quais sua rigidez é perdida e a agua é melhor
absorvida pelas sementes (Pour et al., 2016).

Para a germinacdo resultados semelhantes foram obtidos em sementes de orquideas e
girassol onde observou-se a eficicia do tratamento ultrassénico (Shin et al., 2011; Machikowa
et al., 2013) originando a inducdo de microfissuras na superficie das sementes e melhorando a
embebicdo de umidade para aumentar a taxa de germinacdo (O'Donnell et al., 2010). Para apoiar
1SS0, Yaldagard et al. (2008b) mostraram que a atividade de a-amilase de sementes de cevada
aumentou significativamente por ondas ultrassénicas. A a-amilase é uma enzima pela qual o
amido ¢ hidrolisado. O aumento na atividade da a-amilase seguido por mais hidrdlise do amido
pode suportar uma transferéncia de nutrientes mais rapida e mais alta para o embrido, resultando
em germinacdo. A primeira contagem da germinacéo avalia a porcentagem de plantulas normais
que séo obtidas por ocasido da primeira contagem do teste de germinacdo na amostra em
analise, sendo eficiente para determinar o vigor das sementes (Nakagawa, 1999). Um dos
conceitos mais antigos de vigor de sementes esté relacionado a velocidade de germinagédo. E

embora os lotes de sementes apresentam porcentagens de germinacdo finais semelhantes,
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frequentemente registram-se diferencas na velocidade de germinagdo, sugerindo que existem
diferencas de vigor entre eles, sendo mais vigorosas, portanto, aquelas sementes com maior
velocidade de germinacdo. Assim, o teste de primeira contagem de germinacdo tem como
objetivo determinar o vigor relativo do lote de sementes, avaliando a porcentagem de plantulas
normais presentes na primeira contagem de germinagéo (Krzyzanowski et al., 1999).

O teste de comprimento de plantulas estima o vigor de um lote de sementes, pois
sementes mais vigorosas originam plantulas com maiores taxas de crescimento e com maior
fornecimento de reservas dos tecidos de armazenamento (Bays et al., 2007). As diferencas entre
plantulas sdo, na maioria das vezes, bastante visiveis, todavia ha a necessidade de se estabelecer
valores numéricos para qualificar aquelas mais vigorosas. Para isso, a determinacdo do
comprimento médio das plantulas normais ou partes destas é realizada. As amostras que
apresentam os maiores valores médios de comprimento sdo consideradas as mais vigorosas
(Nakagawa, 1999). De acordo Yaldagard et al. (2008a), relataram que o tratamento com ondas
ultrassbnicas pode fragmentar a casca da semente produzindo maior porosidade,
consequentemente proporcionando uma maior retencdo de agua, resultando assim numa melhor
hidratacdo. No entanto, € possivel que a modificacdo do endosperma, incluindo a degradacéo
do amido por meio de ultrassom, pode levar o aumento da taxa de reacdes de hidrélise
catalisadas por enzimas dentro das sementes. Uma maior atividade enzimatica de hidrélise pode
levar a germinagdo e crescimento mais rapido do embrido ap6s o tratamento ultrassdnico. A
intensidade e duracdo adequada de ondas ultrassdnicas aumentam as atividades enzimaticas,
promovendo células de crescimento e estimulando as atividades fisiologicas, acarretando numa
maior porcentagem de comprimento de pléntulas (Barton, 1996; Liu et al., 2003; Pitt, 2003;
Yaldagard et al. (2008b).
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3.5 CONCLUSOES

Diante dos resultados apresentados nesta pesquisa, pdde-se notar a eficiéncia do
condicionamento ultrassénico na fisiologia das sementes, alterando positivamente a qualidade
das sementes. Foi possivel estabelecer os parametros para sementes de P. moniliformis e M.
tenuiflora com frequéncia de 40kHz e poténcia ultrassonica de 60W para germinagédo e
comprimento de plantulas (raiz, parte aérea e cotilédone) em sementes de P. moniliformis e
40W para comprimento de plantulas (raiz, parte aerea e cotilédone) em sementes de M.
tenuiflora. Dessa forma o condicionamento ultrassonico se apresenta como uma ferramenta
promissora para a biotecnologia com aplicacdo ambiental e para estimular e expressar o de

vigor de sementes.
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3.7 CONCLUSOES GERAIS

O estabelecimento desses parametros contribui para o avan¢o do conhecimento na area
de tecnologia de sementes, em especial para as espécies avaliadas - M. urundeuva, C.
pyramidale, A. cearensis, A. colubrina, P. moniliformis e M. tenuiflora.

A aplicacdo de métodos inovadores para a verificacdo do vigor e condicionamento
fisioldgico de sementes arbdreas da Caatinga podem melhorar as proposi¢des da producdo de

mudas mais vigorosas.



