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RESUMO

TORRES, Maria Fernanda Oliveira. Qualidade fisica e fisiolégica de sementes de
Enterolobium contortisiliqguum (Vell.) Morong, submetidas ao armazenamento. S3io
Cristévao: UFS, 2018. 66p. (Dissertacdo — Mestrado em Agricultura e Biodiversidade).*

A qualidade fisiologica de sementes ¢ de fundamental importancia, uma vez que estas sdo
passiveis de deteriorarem-se durante o armazenamento. No entanto, existem técnicas de
conservagdo capazes de minimizar a deterioragdo. O armazenamento ¢ uma alternativa para a
conservagao da biodiversidade vegetal, pois, se realizado de maneira adequada, pode manter a
viabilidade e o vigor das sementes. O presente trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar
a qualidade fisica e fisiologica de seis lotes de sementes detamboril (Enterolobium
contortisiliqguum (Vell.) Morong) armazenados por diferentes periodos em camara fria. Para
as avaliagdes, determinaram-se as curvas de embebicao, o teor de agua, a viabilidade e o vigor
das sementes, a integridade das sementes por meio de Raios-X e a quantidade e qualidade do
RNA. A qualidade fisiologica foi determinada avaliando-se as porcentagens de emissao de
radicula, de plantulas normais ¢ anormais, o indice de velocidade de germinagdao (IVG) e o
percentual de sementes deterioradas. Os resultados foram submetidos a analise de variancia e
as médias foram comparadas pelo teste de Tukey e Scott-Knott a 5%. Através da curva de
embebi¢do observou-se que a 1* e 2* fase desta difere do padrio trifasico comum. O teor de
agua das sementes variou de 4,6 a 16,01%. Observou-se que o lote armazenado por 10 anos
(2007) apresentou 83% de emissdo de radicula e 38% de plantulas normais. Os lotes com 1 e
5 anos de armazenamento demonstraram comportamento germinativo semelhante entre si € os
maiores valores de IVG, sendo eles estatisticamente superiores aos demais. Por meio do teste
de Raios-X foi possivel identificar e quantificar as sementes cheias, as sementes com danos,
as sementes mal formadas, as sementes transliicidas e vazias. Os lotes armazenados por 1, 5, 9
e 10 anos apresentaram percentuais de 78, 82, 42 e 38% de plantulas normais, enquanto os
lotes com 6 e 7 anos apresentaram 0 ¢ 6%, respectivamente. E possivel armazenar sementes
de tamboril por até dez anos, sob as condicoes estudadas. No entanto, € necessario se ater as
condi¢des de armazenamento, ou ao teor de dgua inicial das sementes. Recomenda-se que
sementes de tamboril sejam armazenadas com teor de 4gua menor ou igual a 6%.

Palavras - chave: Conservacgdo de biodiversidade, Vigor, Viabilidade, Raios - X, Tamboril

* Comité Orientador: Robério Anastacio Ferreira — UFS (Orientador), Renata Silva-Mann — UFS (Co-
Orientadora).
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ABSTRACT

TORRES, Maria Fernanda Oliveira. Physical and Physiological Qualities of the Stored
Seeds of Enterolobium contortisiliqguum (Vell.) Morong. Sao Cristovao: UFS, 2018. 66p..
(Dissertation - Master in Agriculture and Biodiversity).*

The physiological quality of seeds is of fundamental importance, since they are liable to
deteriorate during storage. However, there are conservation techniques that can minimize this
deterioration. Seed storage is an alternative method for the conservation of plant biodiversity,
since if it is carried out in an adequate way, it can maintain the viability and the vigor of the
seeds. The present work was carried out with the objective of evaluating the physical and the
physiological qualities of six lots of Enterolobium contortisiliquum (Vell.) Morong seeds that
were stored for different periods in cold rooms. For the evaluations, their imbibition curves,
their water content, their seed viability and vigor, their seed integrity by X-rays and the
amount and the dissimilar qualities of their RNA were all determined. Their physiological
qualities were determined by evaluating their percentages of radicle emissions, quantifying
the normal and abnormal seedlings, measuring their speed germination index (SGI), as well as
appraising the percentages of the deteriorated seeds. The results were submitted to an analysis
of variance and the means were compared by Tukey's test and Scott-Knott's test at 5%.
Through the embedded curves, it was observed that the 1st and 2nd phases differed from the
common three-phase pattern. The water content of the seeds ranged from 4.6% to 16.01%. It
was observed that the lot that was stored for 10 years (2007) presented an 83% emission of
radicles, together with 38% of the normal seedlings. The lots that were stored for 1 and 5
years showed a similar germinative behavior among themselves, with the highest values of
SGI being statistically superior to the other lots. By means of the X-ray tests, it was possible
to identify and to quantify the filled, damage, malformed, translucent and empty seeds. The
lots that were stored for 1, 5, 9 and 10 years presented percentages of 78%, 82%, 42% and
38% of normal seedlings, while the lots for 6 and 7 years presented 0% and 6%, respectively.
It was possible to store the seeds for up to ten years, under the conditions that were studied.
However, it was very necessary to consider the storage conditions, as well as the initial water
content of the seeds. It is to be recommended that Enterolobium contortisiliquum seeds should
be stored with a water content of less than or equal to 6%.

Key-words: biodiversity conservation, vigor, viability, x—rays, tamboril.

* Supervising Committee: Robério Anastacio Ferreira — UFS (Advisor), Renata Silva-Mann — UFS (Co-
Advisor).



1. INTRODUCAO GERAL

Em meio a grandes perdas da biodiversidade, a necessidade de se conservar florestas
tem intensificado o surgimento de programas de recupera¢do de areas degradadas. Estes
programas tendem a proporcionar o enriquecimento vegetal dessas areas por meio da
implantagdo das espécies via semeadura direta ou plantio de mudas, aumentando-se, assim, a
demanda por sementes. Porém, as dificuldades relacionadas a obten¢do e disponibilidade de
sementes de espécies nativas tém influenciado no sucesso desses programas.

Um dos pressupostos para o sucesso em programas de recuperagdo/restauracdo de
areas degradadas ¢ a obtencdo de sementes com boa qualidade genética, fisioldgica e fisica.
Deve-se compreender que esta qualidade influencia diretamente na quantidade de plantulas
emergidas em campo e na quantidade de mudas produzidas em viveiros. Além da obtencao de
sementes de boa qualidade, faz-se necessdrio manté-las em condi¢des ideais até a sua
utilizagdo, sendo o armazenamento uma das alternativas para conserva-las.

O armazenamento de sementes surge como uma boa estratégia de conservagao ex situ,
com o intuito de fornecer esses recursos genéticos em diferentes épocas, favorecendo o
sucesso de programas de recuperacdo de areas degradadas e estudos de melhoramento
genético. Esta estratégia consiste em guardar as sementes sob condigdes especiais, tendo
como objetivo principal manter a qualidade das mesmas e suprir demandas do mercado ou
para uso na recuperagio/restauragio ambiental. E essencial nesta condi¢do que as sementes
sejam longevas.

A longevidade das sementes ¢ compreendida pelo tempo de vida das mesmase pode
ser comprometida caso estas ndo tenham atingindo a maturidade fisioldégica na época da
colheita. E apods atingir seu ponto de maturidade fisiologica que se entende que a semente
alcancou sua maxima viabilidade e seu méximo vigor. No entanto, ¢ neste ponto que também
se inicia a progressiva perda destas caracteristicas devido ao processo de deterioragdo. Este
processo € inevitavel, mas pode ser retardado diante do uso de técnicas de armazenamento,
uma vez que estas proporcionam a reducdo da atividade metabolica das sementes e,
consequentemente, a minimizacdo dos seus efeitos. Logo, estudos que possibilitem o
entendimento do comportamento e exigéncias das sementes durante o armazenamento sao de
suma importancia.

O potencial fisiologico das sementes pode ser afetado por diversos fatores durante o
armazenamento, dentre eles estdo a umidade relativa do ar e a temperatura do ambiente. Estes,
quando nao controlados podem elevar os teores de d4gua nas sementes € promover o aumento
da sua atividade metabdlica, causar o envelhecimento precoce e, posteriormente, a sua morte.

A resposta da manuten¢do da viabilidade e do vigor durante o armazenamento varia
entre as espécies, principalmente porque a qualidade esta diretamente relacionada a
capacidade de tolerar a perda de 4gua. Entdo, ¢ necessario conhecer as limitagdes das espécies
quanto ao seu comportamento, mediante as condi¢des de armazenamento.

O tamboril [Enterolobium contortisiliqguum (Vell.) Morong] ¢ uma espécie florestal,
nativa do Estado de Sergipe, pertencente a familia das Fabaceae - Mimosoideae e inclusa no
grupo sucessional climax exigente de luz (OLIVEIRA-FILHO et al., 1995). Sua importancia
esta relacionada com a capacidade de se desenvolver em areas perturbadas e de proporcionar
boas condigdes no ambiente para o desenvolvimento de outras espécies, sendo esta promotora
da recuperacdo de areas florestais. Esta espécie apresenta sementes de comportamento
ortodoxo, ou seja, toleram a dessecacdo e suportam armazenamento sob baixas temperaturas
(ARAUIJO e SOBRINHO, 2011; SCALON et al., 2005).

Na literatura tem sido descrito que as sementes de tamboril, sob condi¢des de
armazenamento com baixas temperaturas, se mantém viaveis por até¢ 9 anos (SCALON et al.,
2005). Porém, essas condi¢des podem variar, uma vez que a producdo das sementes esta
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relacionada com a drea de procedéncia, com as condi¢gdes em que as sementes foram
produzidas e, consequentemente, com as condi¢des de como foram armazenadas.

Em Sergipe, a ocorréncia desta espécie pode ser observada nos remanescentes
florestais, e estudos sobre a producao e qualidade de suas sementes ainda sdo escassos. No
entanto, ¢ importante verificar, por meio de testes que analisem a sua qualidade fisioldgica e
fisica, se estas apresentam potencial para o armazenamento por longos periodos.

Visando obter essas informagdes e conservar recursos genéticos para posterior
producdo de mudas, as sementes de espécies arboreas nativas tém sido conservadas em
condi¢cdes de camara fria e umida pelo Grupo Restauracdo na Universidade Federal de
Sergipe (UFS) desde o ano de 2004, pois, segundo relatos na literatura, estas condigdes
proporcionam a conservacdo da longevidade das sementes, mantendo-as disponiveis para
futuras utilizagcdes (OLIVEIRA-BENTO et al., 2015; NASCIMENTO et al., 2015; DARLI et
al., 2018). Este grupo, em parceria com institui¢des publicas e privadas, faz parte de um
programa de conservagdo de germoplasma vegetal que visa a recuperacdo de dareas
degradadas, principalmente em Area de Preservagdo Permanente (APP). Portanto, trabalhos
que monitorem a longevidade e a viabilidade destas sementes armazenadas sao extremamente
relevantes.

Diante da necessidade de se conhecer o comportamento de sementes de tamboril
[Enterolobium contortisiliquum (Vell.) Morong] produzidas no Estado de Sergipe e
submetidas a0 armazenamento em camara fria por periodos de até dez anos, foram realizados
testes visando determinar a qualidade fisiologica (viabilidade e vigor), a qualidade fisica e a
integridade molecular em nivel de RNA.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Caracterizacao de Enterolobium contortisiliquum (Vell.) Morong

Enterolobium contortisiliguum (Vell.) Morong ¢ uma espécie pertencente a familia das
Fabaceae, subfamilia Mimosoideae, popularmente conhecida como tamboril, orelha-de-negro,
timbauba e orelha-de-macaco, dentre outras denominagoes.

A arvore possui folhas alternas espiraladas, estipuladas, compostas bipinadas, com
flores brancas dispostas em umbelas axilares, formando uma copa ampla e frondosa. O frutoé
do tipo vagem, de coloragdo negra e contorcido. E polispérmico, indeiscente e com sementes
duras (LORENZI, 2008). As sementes sdao esternospérmicas, glabras, achatadas e oblongas,
com coloracdo marrom-escuro e funiculo persistente (BARRETTO e FERREIRA, 2011). O
tegumento € coridceo e bem espesso formado por uma camada paligadica na regido da
exotesta; este ¢ constituido por um baixo teor de lignina na regido parenquimatica da
mesotesta, sendo esta uma das possiveis causas da dorméncia tegumentar desta espécie
(COSTA et al.,, 2011). Essas caracteristicas assemelham-se aquelas que sdo comumente
observadas em espécies com sementes ortodoxas, ou seja, aquelas que toleram dessecamento
e, consequentemente, podem ser armazenadas.

No Brasil, o E. contortisiliquum pode ser encontrado em formagodes de florestas do
Cerrado, do Brasil Central, em areas de Mata Atlantica e Caatinga (LIMA et al., 2010). A
depender da regidao de ocorréncia, suas arvores comecam a florescer a partir de meados de
agosto, prolongando-se até janeiro e a maturag@o dos frutos ocorre durante os meses de maio
até outubro. Entretanto, permanecem na planta-mae por mais alguns meses até que caiam
(IPEF, 2018). A coleta dos frutos pode ser feita no chdo quando caem da arvore, préximo a
mesma, ou diretamente nas arvores, o que pode garantir uma maior qualidade sanitaria das
sementes (SENA e GARIGLIO, 2008).
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A espécie ¢ classificada com climax e exigente de luz. Ela apresenta grande
importancia na formagao de florestas, em especial, na Mata Atlantica, pois ¢ muito utilizada
em projetos de reflorestamento por meio de plantio de mudas, ou em menor escala por
semeadura direta, devido ao seu rapido desenvolvimento inicial (ARAUJO ¢ SOBRINHO,
2011). E colonizadora de areas desmatadas, em clareiras ¢ bordas de matas (SANT'ANA et
al., 2013). Esta espécie assume também importancia em varios setores da economia, como o
madeireiro, na constru¢do civil, constru¢do naval e, também com fins paisagisticos
(CARVALHO, 2003; ZUCHIWSCHI et al., 2010). Por possuir madeira leve, tem grande
utilidade na fabricacdo de brinquedos, canoas e barcos de troco inteiro, compensados e
armacao de moveis, dentre outros usos (LORENZI, 2008).

Além dos usos listados, apresenta também propriedades quimicas de interesse, tais
como a presenca de saponineas triterpénicas (formadas de esqueleto com 30 carbonos,
pentaciclicos), que atuam como detergentes e se comportam como substincias tdxicas para
alguns vertebrados, capazes de gerar quadro clinico e patoldgico de fotossensibilizagao
hepatogena e/ou até mesmo o aborto (LEAL et al.,, 2016). Uma dessas saponineas ¢ a
enterolobiana, uma proteina vegetal formadora de poros, um tipo de citolisina encontrada em
sementes, porém pouco se sabe sobre o seu papel, mas acredita-se que estd relacionada com
algum tipo de defensivo natural contra a predagéo das sementes (ARAUJO e SOUZA, 2007).

Apesar de toda a sua importancia ecoldgica e econdmica, salienta-se que ainda sdo
insuficientes os estudos contidos na literatura que comprovem o tempo maximo que as
sementes desta espécie podem manter-se viaveis, quando conservadas em ambientes de
armazenamento. Assim, com base na importancia de conservacao de espécies florestais pode-
se enfatizar que estudos que visem avaliar a viabilidade de sementes de tamboril e, de maneira
geral, das espécies ortodoxas durante o armazenamento, sdo de grande relevancia. O
planejamento de um estoque de sementes para comercializacdo ou conservagao nos bancos de
germoplasmas, para produ¢ao de mudas em viveiros e para uso destas em programas de
recuperagdo de dreas degradadas ou restauragcdo ecologica dependem de estudos que
englobem também o comportamento de sementes mediante condigdes de armazenamento.

2.2 Armazenamento de sementes florestais

Diante do fortalecimento de politicas ambientais e da necessidade de se proteger os
recursos florestais, as sementes se tornaram um meio de propagacdo de grande valia para
programas de recuperacdo de areas degradadas e conservacdo de ecossistemas. Sua qualidade
fisiologica ¢ determinante para que esses programas tenham o sucesso esperado, pois esta
influencia na quantidade final de emergéncia de plantulas. Visto isto, sabe-se que o
armazenamento consiste em uma estratégia fundamental de conservacao ex situ capaz de
preservar a qualidade das mesmas, mantendo-as viaveis por um maior periodo de tempo.

Ainda s3o escassos na literatura estudos sobre tecnologia de sementes de espécies
nativas capazes de expressar seu comportamento mediante a longevidade e qualidade
fisiologica, de acordo com condigdes que favorecerdao a conservacao (SILVA et al., 2014).
Uma boa manutengdo destes recursos, entre a época de colheita e a semeadura, ¢ essencial
para manter um alto padrao de qualidade fisiologica nas sementes (NASCIMENTO et al.,
2010). Logo, a conservacdo da viabilidade das sementes por meio do armazenamento assume
o papel promotor desse beneficio. A qualidade fisioldgica das sementes varia de espécie para
espécie, uma vez que nem todas apresentam o mesmo comportamento em relacdo a
capacidade de dessecar, caracteristica fundamental perante os requisitos para o sucesso do
armazenamento (NERY et al., 2014).

A tolerancia a dessecacdo refere-se a capacidade de um organismo sobreviver a um
extremo de desidratagdo e depois reidratar-se, dando continuidade ao seu desenvolvimento.
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Portanto, conhecer a capacidade de tolerancia a dessecagdo das sementes tem sido
imprescindivel para disponibilizar condi¢des adequadas para a manutencdo da viabilidade
apos a coleta. E ao final do processo de maturagio que essa capacidade é adquirida. No
entanto, existem diferengas entre as espécies em relacdo a tolerancia a perder agua e manter-
se viavel (BARBEDO et al., 2002; MAGISTRALI et al., 2013).

Com base nesta capacidade de tolerar ou ndo a perda de agua, as espécies podem ser
classificadas como recalcitrantes ¢ ortodoxas (ROBERTS, 1973), e ainda, intermediarias
(ELLIS et al., 1990). Segundo Roberts (1973), as recalcitrantes sdo aquelas sementes que nao
podem ser dessecadas a baixos niveis de umidade, sem que ocorram danos fisioldgicos,
bioquimicos e fisicos € ndo podem ser armazenadas por longo periodo de tempo; as
intermediarias toleram a desidratagdo até 7 a 10% de umidade ¢ ndo toleram baixas
temperaturas durante o periodo de tempo prolongado (ELLIS et al., 1990) e as ortodoxas sao
sementes que podem ser dessecadas sob niveis baixos de umidade (5 ¢ 7%) e mantidas em
ambientes de baixas temperaturas (ROBERTS, 1973). Estas condigdes permitem que os
embrides das sementes ortodoxas permane¢cam em estado de relativa inatividade devido a
redugdo de atividade de reagdes quimico-metabdlicas, sendo possivel a preservacao do poder
germinativo e do vigor por maior tempo (MARCOS FILHO, 2005; CALDAS, 2013).

Mediante isto e aos estudos contidos na literatura, comprovam-se que ambientes com
baixa temperatura e umidade relativa do ar associada a embalagens adequadas proporcionam
uma melhor condi¢cdo de conservagao para as sementes de comportamento ortodoxo (SILVA
etal., 2010; SILVA et al., 2011; NOBRE et al., 2013).

O armazenamento sob baixas temperaturas e baixa umidade relativa do ar pode ser
realizado através de camaras frias e de desumidificadores (HONG e ELLIS, 2003). A camara
fria consiste em um meio de armazenamento adequado para um grande volume de acessos,
além de ser mais eficiente e econdmica, em termos energéticos, do que a utilizagdo de varios
freezers para a mesma finalidade (LINGINGTON e MANGER, 2014). Este tipo de ambiente,
quando configurado do tipo umido, pode ocasionar alteragdes fisiologicas e estruturais
menores nas sementes do que as configuradas do tipo secas (DAL Rl et al., 2018).

Existem diversos tipos de embalagens capazes de promover a conservagao por longos
periodos, sendo elas classificadas em permeaveis, semipermeaveis ¢ impermeaveis (AMARO
et al., 2015; FELIX et al., 2017; NERY et al., 2016). Esta classificagao esta relacionada com a
capacidade que as mesmas apresentam de realizar troca de umidade e oxigénio com o meio.

As embalagens permedveis sdo conhecidas por permitirem que o material armazenado
nelas realize trocas gasosas e troca de umidade com o ambiente. As embalagens mais
conhecidas nesta categoria sdao papel, juta, algodao, plastico trancado (RIVERA, 2011). As
embalagens semipermedveis apresentam resisténcia as interagdes com a atmosfera, porém sao
passiveis de absorver da umidade (OLIVEIRA-BENTO et al., 2015). As impermeaveis,
recipientes de aluminio e de vidro com boa vedagao e sacos plasticos de polietileno selaveis
ao calor, impedem que as sementes troquem umidade com o meio (MEDEIROS e EIRA,
2006; ). As embalagens de plasticos, quando confeccionadas com polietileno de alta
densidade e espessura, sdo classificadas como impermedveis € promovem a conservagao
desses propagulos vegetativos. Estes evitam as interacdes entre o ambiente e a semente,
proporcionando uma redu¢do na atividade metabolica desta ultima e a estabiliza¢do do teor de
agua das sementes, sendo estas embalagens tidas como herméticas (CALDAS, 2013).

Dentre os fatores que apresentam maiores influéncias na conservacdo de sementes
estdo a umidade e a temperatura, assim, o controle destes aumenta a longevidade das
sementes (RIVERA, 2011).

O teor de 4gua em sementes ¢ uma das caracteristicas mais relevantes, pois quando ¢
elevado, este consiste em um dos fatores favordveis a deterioragdo das mesmas. A
determinagdo de teores de agua ideais para o armazenamento de sementes ¢ essencial para o
sucesso deste, pois sementes armazenadas com teores de dgua inadequados tém seu potencial
de germinacdo reduzido (SMANIOTTO, 2014, FARIA et al., 2014). Sabe-se que as sementes
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respondem de maneira diferente em relagdo a uma faixa ideal de perda de 4gua, impondo uma
grande variagdo da curva de dessecacdo entre as espécies, em que altos ou baixos niveis de
agua podem ocasionar a morte da semente (VICENTE et al., 2016; DE OLIVEIRA HOSSEL
et al., 2018). O armazenamento com baixo teor de 4gua para sementes ortodoxas promove a
diminui¢cdo da respiracdo, do metabolismo e da acdo de micro-organismos, garantindo a
manutengdo da longevidade destas, mas ainda sdo necessarios estudos mais aprofundados
sobre essa caracteristica (MARCOS-FILHO, 2015; RESENDE et al., 2011).

Estudos que visem demonstrar o entendimento sobre ambientes, teor de 4gua, umidade
relativa do ar, temperaturas, embalagens adequadas e periodos de armazenamento vém
crescendo nos ultimos tempos, pois por meio dessa estratégia ¢ possivel minimizar a
velocidade do processo de deterioracdo de sementes, que por sua vez nao pode ser evitado
(CARDOSO et al., 2012).

O armazenamento de sementes em cdmaras frias com a utilizagdo de embalagens
impermeaveis, como os sacos plasticos de polietileno, configura uma boa condi¢do para
algumas espécies, tais como Tabebuia roseo-alba (Ridl.) Sand. e Tabebuia impetiginosa
(Mart.) Standl. [hoje denominada de Handroanthus impetiginosus (Mart. ex DC.) Mattos]
(BORBA FILHO e PEREZ, 2009), Myracrodruon urundeuva Fr. All (GUEDES et al., 2012)
e Parkia pendula (Willd.) Benth. ex Walp (SILVA et al., 2014). Em geral, sementes secas e
mantidas em ambientes controlados, a exemplo de camaras frias, constituem as melhores
condigdes de armazenamento (baixa umidade e temperatura) utilizadas para favorecer a
conservagdo e longevidade de sementes ortodoxas (VIEIRA et al., 2001; SOUZA et al., 2011;
OLIVEIRA-BENTO et al., 2015).

A umidade relativa tem influéncia direta no teor de 4gua das sementes e, quando
associadas com altas temperaturas, aceleram o envelhecimento destas, acentuando sua
deterioragdo (SILVA et al., 2008), pois a temperatura estd interligada com a velocidade das
reacoes quimicas e a absor¢ao de agua. Entdo, o controle destes fatores auxilia em uma
melhor conservagao das sementes durante o armazenamento (MARCOS-FILHO, 2015).

Em sementes de Jatropha curcas L., foram observadas variacdes do teor de agua
quando comparados diferentes locais de armazenamento, pois, quando armazenadas em
condigdes ambientes, estas apresentaram maior absor¢do de agua e uma queda nas suas
qualidades fisiologicas (CHAVES et al., 2012). Este acontecimento pode ser atribuido as
caracteristicas higroscopicas da semente e as variacoes de temperatura e umidade do
ambiente.

Experimentos com sementes armazenadas em condi¢des relativamente altas de
umidade e temperatura, ¢ monitoramento da sua viabilidade, tém demonstrado que a
longevidade pode variar enormemente entre as diferentes espécies (PROBERT e HAY, 2009).
Vale ressaltar que, para algumas espécies, o armazenamento ao longo do tempo e sob
resfriamento age como fator positivo na germinagao, pois auxilia no mecanismo de superagao
da dorméncia ou até mesmo permite que sementes imaturas atinjam seu ponto de maturidade
fisiologica, mesmo apds dispersadas pela planta mae (CARVALHO et al., 2006).

O monitoramento da viabilidade de sementes, durante o armazenamento, pela remogao
de amostras para se realizar o teste de germinacdo, ¢ um aspecto essencial para o efetivo
manejo de colecdes de bancos de sementes. Para monitoramento da viabilidade de sementes,
em bancos de germoplasma, existe a recomendacao de avaliar a sua viabilidade a cada 5 ou 10
anos, para média e longa conservagao, respectivamente (FAO/IPGRI, 1994).

Contudo, por ser um dos principais insumos de produgdo na silvicultura e agir como
veiculo de transferéncia de potencial genético das espécies, armazenar sementes consiste em
um dos principais meios de facilitar a obtengdo de sementes de esséncias florestais por
diferentes épocas, dando assim, énfase a importancia de se estudar a conservagao de recursos
genéticos da melhor maneira.



13

2.3 Conservacao de Recursos Genéticos

A Mata Atlantica ¢ um dos biomas mais degradados do pais e, diante de altos indices
de espécies vegetais ameacadas de extingdo, estudos sobre conservacao da biodiversidade sao
essenciais para a preservagao do seu patrimonio genético. Em tempos de conscientizagdo
ambiental, o termo conservar florestas vem tomando forga e uma das formas de manter vivos
esses recursos florestais € pela conservacao de recursos fitogenéticos.

A conservacgdo das espécies pode ser feita de trés modos, in situ, on farm e ex situ.
Conservar in situ implica dizer que a espécie se encontra em seu ambiente ou habitat natural.
A conservacdo on farm surge como potencializador da manutencdo da agro biodiversidade,
por ser uma subarea da conservagao ex situ. Essa estratégia envolve recursos genéticos, como
variedades crioulas em diferentes estados de domestica¢do, cultivados em campo por
pequenos agricultores e populagdes indigenas. No entanto, seu grande diferencial estd atrelado
ao continuo processo evolutivo das espécies na natureza, pois esses recursos fitogenéticos sao
conservados mediante exposicao das constantes alteragdes edafoclimaticas (MMA, 2018). Na
conservacao ex situ, visa-se conservar a diversidade bioldgica ou genética das espécies fora
do seu habitat natural. Esse tipo de estratégia utiliza técnicas promotoras de preservagdo como
conservagdo in vitro, em campo (on farm), sob temperaturas negativas (-18 a -20°C) e
técnicas de criopreservagio (SALOMAO, 2010). Neste caso, as principais areas de
infraestrutura de manutengdo para tais técnicas de conservacao sao os denominados bancos de
germoplasmas (BRASIL, 2000, FAO, 2017).

Os bancos de germoplasmas, quando bem administrados, atuam como
potencializadores da conservacao genética, pois em meio a uma atmosfera com diversas
alteragdes climaticas e ambientais, a perda de diversidade genética gera grandes impactos
negativos. Estes bancos ainda sdo capazes de fornecer recursos necessarios para o
melhoramento de culturas destinadas a alimentacdo, saude e seguranca nutricional (FAO,
2017).

Essas unidades de conservacao de recursos genéticos foram classificas como:

e Bancos ativos de germoplasma (BAGs) — colecdo de amostradas de individuos
propagados via clonagem ou ndo, com o intuito de manter a variacdo genética de uma
populacdo sob condi¢des ambientes (CARVALHO et al., 2008).

e (olegao de trabalho — colecao de germoplasma de acessos validos, com tamanho
limitado, e mantidas para propositos de melhoristas ( COSTA et al., 2012);

e Colecdo de campo — técnicas de conservagio on farm (SALOMAO, 2010);

e (Colegdo in vitro — utilizacao de técnicas de cultura de tecido (CARVALHO et al.,
2008);

e Colecdo em criopreservagdo — armazenamento sob temperaturas negativas através do
congelamento de propagulos vegetativos via nitrogénio liquido (CARVALHO et al.,
2008);

e Colecdao nuclear - amostra representativa da colecdo de base, visando manter a
variabilidade genética desta ultima com o minimo de redundancia e facilitar o acesso
de melhorias a esses recursos genéticos (ABADIE et al., 2000);

Banco de base;

Os bancos de base visam a conservagao por meio de propagulos vegetativos por longos
prazos, com o intuito de minimizar perdas. As unidades de propagulos que sdo introduzidas
em bancos de germoplasmas sdao denominadas de acessos e sua utilizacdo ¢ voltada a
regeneragdo de bancos ativos de germoplasmas, programas de producdo de mudas e
reflorestamentos. Um exemplo de material biologico conservado nesses locais sdo as
sementes (SALOMAO, 2010; FARIAS e NEGREIROS, 2011; COSTA et al., 2012).
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A semente consiste num dos principais meios de propagacdo de espécies florestais
comportando-se como um meio eficiente de conservacdo da biodiversidade, pois ¢ definida
como unidade de reprodu¢do sexuada das espécies vegetais. Diante disto, obté-las com um
alto padrao de qualidade fisioldgica consiste no objetivo mais importante para programas de
producdo de mudas, que visam plantios comerciais, reflorestamentos e a conservagdo deste
recurso genético, o que garante a importancia das técnicas de armazenamento (MARQUES et
al., 2014; POHL, 2014).

A conservacdao de sementes ¢ influenciada por fatores extrinsecos (como época de
colheita, beneficiamento, secagem e técnicas de armazenamento) e fatores intrinsecos, como a
sua viabilidade, vigor e longevidade natural.

A longevidade ¢ tida como o periodo de tempo em que a semente pode permanecer
viva sob condigdes ambientais, o que ¢ determinado pela interacdo entre suas caracteristicas
genéticas, morfofisioldgicas e ambientais (MARQUES et al., 2014). Ou seja, toda semente ¢
formada e possui tempo de vida programado devido as caracteristicas genéticas, e este tempo
pode ser influenciado pela qualidade inicial e condi¢gdes de armazenamento.

O tempo de vida da semente pode ser mantido, respeitando-se o limite de cada espécie,
por meio do armazenamento em condigdes especiais, ou pode ser reduzido se o
armazenamento nao apresentar condi¢cdes adequadas para que as sementes permanegam
viaveis. A resposta ao tempo e a capacidade de armazenamento difere de espécie para espécie,
sendo necessaria a compreensao dos aspectos relacionados a tolerdncia a dessecagdo de
sementes e a0 armazenamento sob temperaturas baixas.

Mediante isto, pode-se dizer que a longevidade de sementes pode ser preservada
mediante a redu¢do do teor de dgua destas, da umidade do ambiente e da temperatura de
armazenamento, sem sofrer danos severos (ROBERTS, 1973). A semente, quando seca, ¢
capaz de resistir a impedimentos encontrados na natureza, como auséncia de fatores essenciais
para germinagdo, assumindo um estado de dorméncia ou quiescéncia e, quando sujeita a
condi¢des favoraveis para germinagdo, reassume sua atividade metabolica, seu crescimento e
desenvolvimento (PESKE et al., 2006).

Sabe-se que sementes ortodoxas compdem o banco persistente de sementes do solo,
pois, em sua maioria, sdo provenientes das espécies florestais pertencentes ao grupo ecologico
sucessional das pioneiras (SWAINE e WHITMORE, 1988). Outra caracteristica que as
evidenciam como principal componente destes ambientes ¢ a dorméncia tegumentar imposta a
elas durante sua formagao, sendo esta, a responsavel por distribuir a germinag¢do no tempo, em
meio natural (CARVALHO et al., 2006; MORI et al., 2012; MARCOS-FILHO, 2015). No
entanto, o armazenamento de sementes no solo proporciona uma maior perda fisioldgica, pois
estes recursos genéticos sao expostos a variagcdes em relagdo a umidade, temperatura, trocas
gasosas e a¢do de micro-organismos (BARBERIO et al., 2014). Logo, se fez necessaria a
utilizacao de outras estratégias de armazenamento.

No Brasil, a Embrapa surge como referéncia na conservacao ex situ devido a criag@o
do Centro Nacional de Recursos Genéticos e Biotecnologia (CENARGEN) e a introdugao de
camaras frias (-20°C), capazes de armazenar sementes em longo prazo e de receber recursos
genéticos de outros paises, gracas ao seu atual nivel de capacitacdo profissional
(SANTONIERI e BUSTAMANTE, 2016).

Em meio a grandes perdas da biodiversidade, estratégias de conservacao sao de suma
importancia para minimizar perdas genéticas, contribuindo para continua perpetuacdo das
espécies. O armazenamento de sementes consiste em uma estratégia de conservagao ex situ
tem influéncia direta na qualidade fisiolégica das mesmas. Entdo, se faz necessario um
controle desta qualidade durante o armazenamento devido a crescente concorréncia e
imposi¢do do mercado, visando obter informagdes sobre o comportamento das sementes
armazenadas.

Testes ou andlises rapidas, porém precisas em relagdo a qualidade de suas informagdes
sobre o potencial fisiologico de sementes, sao validas na tomada de decisdo nas diferentes
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etapas do processo de produgdo, armazenamento e comercializagdo. O controle de qualidade
envolve, dentre outras atividades, a avaliacao da germinagdo e do vigor de sementes (FESSEL
et al., 2010).

2.4 Testes que auxiliam no monitoramento da viabilidade de sementes

A diminuicdo na porcentagem de germinagdo, o aumento do nimero de plantulas
anormais e a reduc¢do da velocidade de germinagdo e do vigor de plantulas sdo indicativos de
perda da qualidade fisiologica das sementes. Essas alteragdes, que ocorrem ao longo do tempo
de vida das sementes, podem ser constatadas por meio de testes de andlise de sementes
(BRASIL, 2009).

A andlise de sementes tem como objetivo fornecer informagdes sobre a qualidade das
mesmas, além de servir de guia aos agricultores, comerciantes e aos laboratdrios oficiais de
analise de semente e certificagdo. E por meio destes testes, sejam eles fisicos, fisiologicos,
sanitarios e/ou genéticos que essas informagoes sao geradas (BRASIL, 2009).

Entretanto, os procedimentos e resultados para avaliagdo da qualidade podem diferir,
uma vez que nem sempre se tem um mesmo padrao de qualidade em sementes nativas
colhidas, devido a falta de uniformidade no florescimento e maturagdo. Assim, o fato das
populagdes de espécies nativas ndo estarem em condigdes de isolamento reprodutivo em areas
naturais, ¢ necessario uma grande coleta de sementes nestas areas, o que pode implicar em um
recolhimento com varios estadios de maturidade entre as sementes colhidas. Isto pode causar
problemas durante o processamento € pode limitar o nimero de sementes disponiveis de um
mesmo lote para testes e distribuicdo (HAY e PROBERT, 2015). Toda semente apresenta um
tempo de vida determinado por suas caracteristicas genéticas, conhecido como longevidade,
que ¢ influenciada por seu potencial de viabilidade e vigor e, essas duas caracteristicas podem
ser comprometidas por diversos fatores, sendo o teor de d4gua um deles (OLIVEIRA et al.,
2011).

O teor de dgua das sementes interfere em varios aspectos de sua qualidade fisioldgica,
por isso conhecé-lo ¢ fundamental. Isto € possivel por meio de testes oficiais de determinacao
do grau de umidade (SARMENTO et al., 2015). Enquanto muitos protocolos sugerem a
conservagao de sementes ortodoxas com baixos teores de 4gua e em baixa temperatura para
aumentar a conservacao, os niveis 6timos de conteudo de dgua ainda sdo pouco explorados
em espécies nativas. Estudos do ambiente 6timo para armazenamento sao dificeis, pois
requerem muito tempo, e as pesquisas, algumas vezes, usam testes de envelhecimento
acelerado para realizar inferéncias sobre a manutencdo da viabilidade durante o
armazenamento (KONG et al., 2015)

Existem varios métodos de determinag¢ao do grau de umidade de sementes, porém o
mais utilizado e oficial é o método em estufa a 105°C, onde as sementes sdo pesadas
inicialmente e, em seguida, expostas a secagem por um periodo de 24 horas e pesadas
posteriormente. A partir da diferenca de peso, se determina, em porcentagem, o teor de agua
das sementes (BRASIL, 2009). No entanto, outros métodos, como determinagao de umidade
por infravermelho vém se mostrando eficientes para obtencdo desta estimativa
(NASCIMENTO et al., 2017). Porém, outros testes também podem ser empregados para esta
finalidade.

O teste de raios X consiste em um método rapido e ndo destrutivo que permite detectar
sementes vazias, cheias e presenca de danos internos, causados por insetos ou danos
mecanicos (ISTA, 2004). Com isso, ¢ possivel melhorar a qualidade fisioldgica dos lotes de
sementes pelo descarte daquelas que apresentarem danos internos (CARVALHO et al., 2009).

Outra estimativa que se destaca ¢ a determinagao de curva de embebicdo/absor¢ao de
agua em sementes. Esta auxilia na caracterizagdo do processo germinativo, pois traz a tona o
conhecimento sobre a duragdo de cada fase de embebicdo e expressa a quantidade necessaria
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que uma semente precisa para germinar (SMIDERLE et al., 2013). Essa estimativa auxilia nas
decisdes durante as etapas do processo produtivo, vindo a diminuir riscos € danos que podem
ser ocasionados pela utilizagdo de sementes de baixo potencial germinativo (SANTOS et al.,
2011).

O vigor das sementes consiste no nivel de energia que elas apresentam para realizar as
rotas do processo germinativo (CARVALHO, 1986), ¢ um teste relativo, que exige a
estimativa de indices comparando-se lotes de maior e menor vigor. Testes relacionados a esta
caracteristica visam determinar possiveis diferencas na qualidade fisiologica de lotes que
apresentem poder germinativo similar, mas exibem comportamentos diferentes, em condi¢ao
de campo ou mesmo sob armazenamento.

Um coeficiente que auxilia na andlise do comportamento de diferentes lotes de
sementes durante o processo de germinagdo ¢ o coeficiente de uniformidade de germinagao.
Este mostra o quanto a germinacdo do lote de sementes pode variar, em funcao das diferengas
entre sementes individuais em relacao ao tempo, principalmente no que se refere a dorméncia
em sementes (CARMONA et al., 1998). Este parametro permite avaliar a uniformidade de
germinagdo em relacdo as sementes de uma amostra, e consideram-se uniformes aquelas que
apresentam valores maiores em relagdo as outras. (RANAL e SANTANA, 2004).

Anadlises de vigor sdo tidas como testes simples que, quando associados a bons
resultados, podem ser aplicados a vérias areas de pesquisas de campo. Esses testes podem ser
aplicados para comparar o vigor de sementes entre matrizes, progénies ¢ diferentes
procedéncias, possibilitando ao pesquisador melhorar seu banco de informacdes para que
tenha sucesso em futuros programas de melhoramento ou conservacao genética (SANTOS e
PAULA, 2009). Testes como, indice de velocidade de germinagdo, primeira contagem de
plantulas normais e condutividade elétrica, auxiliam na determinacao desta caracteristica.

O indice de velocidade de germinacdo, mais conhecido como IVG parte do principio
de que lotes de sementes que possuem maior velocidade de germinagao sao mais vigorosos.
Portanto, ¢ por meio deste teste que se determina o vigor, avaliando-se a velocidade da
germinacdo das sementes por meio de expressao matematica. Maguire (1962) propds uma
formula das mais utilizadas para esta finalidade, cuja avaliagdo ¢ feita diariamente a partir do
surgimento de plantulas normais. Este indice ¢ estimado durante a realizagdo do teste de
germinagao.

O teste de condutividade elétrica parte do pressuposto que sementes com maior vigor
tendem a reorganizar e reparar danos sofridos pelas membranas celulares apds a dessecagao.
Considera-se, nesta condig¢do, que as sementes embebidas em 4gua exsudam ions, agucares e
metabolitos devido aos danos sofridos pela membrana celular. Assim, quanto maior o vigor
menor a quantidade de lixiviados na agua (DALANHOL et al., 2014).

O teste de primeira contagem parte do pressuposto de que as amostras que apresentam
maior porcentagem de plantulas normais, nesta avaliacao, sdo as mais vigorosas (MAGUIRE
1962; BRASIL, 2009).

O teste de germinacdo avalia a viabilidade e, quando bem realizado, fornece
informagdes importantes sobre o desempenho de lotes em relagdo ao seu potencial
germinativo. Ainda assim, com este tipo de teste nao se consegue avaliar todas as
caracteristicas relacionadas com as diferengas entre lotes apds a germinagao/semeadura, sendo
necessaria a utilizacao de testes de determinagao de vigor (BESSA et al., 2015).

Testes de germinagdo vém sendo muito utilizados para determinacdo de viabilidade,
pois podem detectar diferengas entre lotes da mesma espécie, proporcionar informacdes sobre
espécies oriundas das mesmas condigdes ecologicas e climaticas e indicar substratos
adequados para melhor desenvolvimento de plantulas. A partir deste, também ¢ possivel
determinar a temperatura adequada para germinacdo de cada espécie, estudar os diferentes
tipos de recipientes para o armazenamento e entender sobre condi¢gdes de conservagao, pois o
desenvolvimento das sementes esta relacionado com tempo e condi¢des de armazenamento e
a sua longevidade (SILVA et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2014; CARVALHO et al., 2009).
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O processo de deterioragcdo de sementes inicia-se logo apos estas atingirem seu ponto
de maturidade fisiologica e pode ser potencializado mediante mas condigdes de
armazenamento. Estas sdo responsaveis pelo envelhecimento das sementes e afeta a
conservagao das sementes, pois causa perda da qualidade fisioldgica, podendo levé-las a
morte. Este processo consiste em alteragdes fisicas, bioquimicas e fisiologicas intrinsecas a
semente, que ainda ndo sdo conhecidos, mas sabe-se que essas alteragdes ocorrem em nivel
celular (KRANNER et al., 2011; SANTOS, 2014; MARCOS-FILHO, 2015).

A perda da integridade das membranas, queda ou alteragao no metabolismo de reserva,
diminuicdo na atividade respiratdria, degradacdo ou diminuicdo na quantidade de acido
desoxirribonucléico (DNA) e danos a sintese de acido ribonucléico (RNA) consistem em
manifestagdes bioquimicas que ndo podem ser visualizadas durante o processo de
germinacdo. Nestes casos, sdo necessarios estudos ou analises especificas, como, por
exemplo, andlises da qualidade e integridade do RNA (SANTOS, 2014).

Estudos sobre a qualidade e integridade do RNA em sementes florestais ainda sdo
escassos na literatura. No entanto, essa avaliacdo possibilita entender o comportamento das
moléculas de RNA em sementes obtidas durante a maturagdo e apos armazenamento, sendo
este um fator determinante para se conhecer alteragdes na viabilidade e manutencao do poder
de germinacao destes propagulos (SANTOS, 2014). Mediante isto, estudos dessa natureza
visam esclarecer o comportamento fisioldgico das sementes antes e durante o armazenamento,
e quando bem relacionados, proporcionam resultados favordveis ao entendimento da
conservagdo de sementes, possibilitando o descarte daquelas que se apresentarem inviaveis.
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4. ARTIGO1

QUALIDADE FiSICA E FISIOLOGICA DE SEMENTES ARMAZENADAS DE
Enterolobium contortisiliquum (VELL.) MORONG

Periodico a ser submetido
RESUMO

O armazenamento de sementes visa manter a viabilidade e o vigor delas por um maior periodo
de tempo, conservando a sua longevidade. O presente trabalho foi realizado com o objetivo de
avaliar a qualidade fisica e fisiologica de sementes de diferentes lotes de Enterolobium
contortisiliqguum (Vell.) Morong, submetidos a seis periodos de armazenamento (1, 5,6, 7,9 ¢
10 anos). Inicialmente determinou-se a curva de embebicdo ¢ o teor de agua das sementes
armazenadas. Para avaliar a qualidade das sementes realizou-se o teste de raios — X,
avaliagOes de viabilidade e vigor, condutividade elétrica (Ce) e integridade e qualidade do
RNA. Os resultados dos testes foram submetidos a andlise de variancia e as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey e Scott-Knott a 5%. O teor de agua das sementes variou entre
4,6% a 16,01% entre os lotes. No teste de raios - X foi possivel identificar as sementes cheias,
com danos, mal formadas, translicidas ¢ vazias. As sementes armazenadas por 1, 5, 9 ¢ 10
anos apresentaram percentuais de 78, 82, 42 e 38% de plantulas normais, respectivamente,
enquanto os lotes com 6 e 7 anos apresentaram 0 e 6%. Pelo teste de integridade do RNA
observou-se que os lotes com menor viabilidade sofrem alteracdes em nivel de acidos
nucléicos. Altos teores de agua, superiores a 6%, influenciam diretamente na qualidade das
sementes armazenadas e podem ocasionar a sua deterioracdo. As sementes desta espécie
apresentam alta longevidade, podendo ser mantidas em armazenamento, na condi¢do
estudada, por até 10 anos.

Palavras-chave: armazenamento, longevidade, viabilidade, conservacao ex situ, tamboril.
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ABSTRACT
Physical and Physiological Qualities of the Stored Seeds of Enterolobium contortisiliquum
(Vell.) Morong

The storage of seeds aims to maintain their viability and their vigor for a longer period of
time, and thus, it preserves their longevity. The present work was carried out with the
objective of evaluating the physical and the physiological qualities of the seeds from different
Enterolobium contortisiliqguum (Vell.) Morong seed lots, when they were submitted to six
different storage periods (1, 5, 6, 7, 9 and 10 years). The imbibition curves and the water
content of the stored seeds were initially determined. The qualities of the seeds were
evaluated by X-ray tests. These X-ray tests assessed their viability and vigor, their electrical
conductivity (Ce) and their RNA qualities and integrities. The results of the tests were
submitted to an analysis of variance and the means were compared by Tukey's test and Scott-
Knott's test at 5%. The water content of the seeds ranged from 4.6% to 16.01% among the
different lots. When assessing the X-ray tests, it was possible to identify filled, damaged,
malformed, translucent and empty seeds. In the RNA integrity tests, it was observed that the
lots with a lesser viability underwent changes in their levels of nucleic acids. A water content
higher than 6% directly influenced the quality of the stored seeds and this caused their
deterioration. The seeds of this particular species presented a high longevity and they can be
stored for up to 10 years under the studied conditions.

Key-words: storage, longevity, viability, ex-situ conservation, tamboril.
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4.1 Introducao

Espécimes florestais estdo diminuindo devido ao elevado consumo de madeira e pelo
avango dos desmatamentos (SILVA et al., 2014a). Deste modo, o fortalecimento de politicas
que visem minimizar a erosdo de recursos genéticos vem se destacando de modo a indicar
estratégias mitigadoras da degradacao ambiental. Em meio a isto, leis de compensacdes
ambientais surgem com o intuito de recompor matas nativas através de métodos de
recuperagdo de areas degradas. Isto vem favorecendo o aumento da demanda de sementes
florestais, uma vez que estas constituem o meio principal de reproducdo das espécies e
principal insumo para programas de manutengao de ecossistemas, devido ao seu baixo custo
de obtencdao (VECHIATO, 2010).

Entretanto, uma das dificuldades encontradas por esses programas ¢ a baixa
disponibilidade de sementes devido a sazonalidade na producdo desses recursos genéticos em
espécies nativas, em relagao ao periodo de producao de mudas florestais. Em geral, as areas
perturbadas tém seu potencial de producdo de frutos e sementes reduzidos em termos
quantitativos e qualitativos (MAUES e DE OLIVEIRA, 2010). Diante disto, o
armazenamento de sementes surge como uma boa estratégia de conservagdo ex situ de
recursos genéticos, com o intuido de fornecer esses insumos por um maior periodo de tempo,
proporcionando um uso mais adequado em programas de recuperagdo de areas degradadas e
de melhoramento genético (SOUZA et al., 2011; AMARO et al., 2015; SANTONIERI e
BUSTAMANTE, 2016).

O armazenamento de sementes tem como objetivo manter a qualidade fisiologica,
visando controlar a velocidade da deterioragcdo sem interferir na sua viabilidade e no vigor,
influenciando positivamente a longevidade das sementes (MOROZESK et al., 2014).

O monitoramento da viabilidade de sementes durante o armazenamento, feito a partir
de amostras para posterior realizagdo do teste de germinacdo, ¢ um aspecto essencial para o
efetivo manejo de colecdes de bancos de sementes. Em bancos de germoplasma, existe uma a
recomendacdo de se analisar as sementes a cada 5 ou dez anos, para média e longa
conservagao (FAO/IPGRI, 1994).

Enquanto muitos protocolos sugerem a conservagdo de sementes ortodoxas com
baixos teores de 4gua e em ambiente com baixa temperatura para favorecer a conservacao, os
niveis 6timos de conteudo de dgua ainda sdo pouco conhecidos para espécies nativas. Estudos
do ambiente O6timo para armazenamento de sementes florestais sdo mais dificeis, pois
requerem mais tempo e as pesquisas, algumas vezes, usam testes de envelhecimento acelerado
para realizar inferéncias sobre a viabilidade durante o armazenamento (KONG et al., 2015)

Testes como germinagdo, tetrazolio e raios-X vém sendo conduzidos a fim de se
conhecer o comportamento das espécies sob diferentes condi¢cdes de armazenamento
(KARRFALT, 2004). No entanto, ainda existem poucas informagdes para espécies nativas
brasileiras. Mediante isto, pesquisas relacionadas ao desempenho desses propagulos
fitogenéticos durante longos periodos de armazenamento sdo capazes de gerar informacdes
para estabelecer melhores técnicas de conservagdo das espécies, além de contribuir com
informacdes sobre a preservagao da qualidade fisioldgica das sementes.

Enterolobium contortisiliqguum (Vell.) Morong ¢ uma espécie arbdrea pertencente a
familia Fabaceae—Mimosideae, conhecida popularmente por tamboril, orelha de negro,
timbatva, timbo e pacara, dentre outras denominagdes (LORENZI, 2002). E de origem
brasileira, podendo ser encontrada no Para, Maranhao e Piaui até o Mato Grosso do Sul e Rio
Grande do Sul, nas florestas pluviais e semidecidua (ARAUJO e SOBRINHO, 2011). Sua
propagacao ¢ feita por sementes e, na literatura, pouco se conhece sobre as alteragdes fisicas,
fisiologicas e bioquimicas das sementes desta espécie mediante condi¢gdes de armazenamento.

Diante disto, este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar a qualidade fisica e
fisiologica de diferentes lotes de sementes de E. contortisiliqguum, submetidos a seis periodos
de armazenamento (1, 5, 6, 7, 9, e 10 anos), em condi¢des de camara fria.
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4.2 Material e métodos

4.2.1 Obtencao dos frutos e caracterizacio dos municipios de coleta

Os frutos de tamboril foram colhidos no Estado de Sergipe em diferentes matrizes,
situadas nos municipios de Aracaju, Capela, Lagarto, Moita Bonita e Santana do Sao
Francisco nos anos de 2007, 2008, 2010, 2011, 2012 ¢ 2016 (TABELA 1).

TABELA 1. Procedéncia, localizagdo e precipitagdo pluviométrica dos municipios sergipanos
e respectivos anos de coleta e tempos de armazenamento dos lotes de sementes de
Enterolobium contortisiliquum (Vell.) Morong.

> Tempo de
A Coordenadas Preciliitagé Ano de armazenam
Procedéncia 0 ento
(mm/ano) S (Anos)
Latitude Longitude
Santana do Sao Francisco 10° 17'28"S  36°36'29"W  1.110,67 2007 10
Aracaju 10°54'40"S  37°04' 18"W  1.340,93 2008 9
Capela 10°30'12"S  37°03'10"W 1.260,45 2010 7
Lagarto 10°55'02"S  37°39'00"W 1.335,84 2011 6
Moita Bonita 10°34'39"S  37°20'34"W 1.298,09 2012 5
Aracaju 10°54'40"S  37°04' 18"W  1.340,93 2016 1

Fonte: www.geografos.com.br; Xavier et al. (2016). Obs.: * a precipitacdo refere-se ao valor

acumulado do ano de producgao.

Os municipios de coleta estdo localizados na regido Agreste (Santana do Sao Francisco,

Capela, Lagarto e Moita Bonita) e na regido Litoranea (Aracaju) no estado de Sergipe.

Esses municipios estdo situados na mesma faixa climatica, conhecida como Tropical
Mongdes (As) (Figura 1) (KOTTEK et al., 2006). Os frutos, depois de colhidos, foram
beneficiados manualmente com auxilio de martelo de borracha para a extragdo das sementes.
Em seguida, as sementes foram acondicionadas em sacos plasticos transparentes e
impermeaveis, mantidas em camara fria com temperatura de 6°C a 9°C e 60% a 65% de UR.
Esta condi¢ao foi mantida até a instalagdo dos testes em 2017.
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Figura 1. Municipios de procedéncias das coletas de sementes de FEnterolobium
contortisiliqguum (Vell.) Morong no Estado de Sergipe, em relacdo a faixa de classificacdo
climatica proposta por Koppen. 1 — Santana do Sao Francisco; 2 — Aracaju; 3 — Capela; 4 —
Lagarto; 5 — Moita Bonita.

Santana do Sio Francisco: ocupa uma 4rea de territorial de 45.105 km? possuindo
cerca de 7.751 habitantes (IBGE, 2017). Este municipio, que esta localizado na mesorregiao
do leste sergipano, apresenta clima do tipo megatérmico seco a sub-imido com temperatura
média anual de 26°C, uma precipitagdo pluviométrica média anual de 1.200 mm e periodo
chuvoso de margo a agosto. O solo deste municipio ¢ do tipo Podzdlico Vermelho-Amarelo e
as fisionomias vegetacionais que compdoem o mesmo sdao de mata, capoeira, Cerrado e
pastagem (SERGIPE., 1997/2000).

Aracaju: ocupa uma area de 181,857 Km?” e apresenta uma populagio de 650.160
habitantes (IBGE, 2017). Encontra-se localizado na mesorregido do leste sergipano e seu
clima ¢ caracterizado como megatérmico umido e sub-umido com temperatura média de
26°C, um indice de pluviosidade média anual de 1.590 mm e seu periodo chuvoso ocorre
entre os meses de margo a agosto (PMA, 2017). Seu solo ¢ caracterizado em mangue
(indiscriminados), Podsol, areias Quartzosas Marinha, Podzolico Vermelho-Amarelo e Glay
pouco umido. Ja a sua vegetagdo ¢ caracterizada em campos limpos e sujos e vegetacao
higrofita (Campos de Varzeas e manguezais) tidas como tipologias vegetacionais de Mata
Atlantica (PMA, 2017).

Capela: ocupa uma area territorial de 442, 211 km’ e apresenta uma populacio de
aproximadamente 34.050 habitantes, segundo dados do IBGE (2017). Esta localizado na
mesorregido Agreste do Estado, e apresenta um clima regional considerado megatérmico sub-
umido com temperaturas médias anuais de 24,9°C, precipitacdo média anual em torno de
1.372 mm e chuvas concentradas entre os meses de marco e agosto (FONTES, 1998). Sobre a
sua geologia, sabe-se que seus solos sdo Podzoélicos Vermelho-Amarelo equivalente
Eutréficos, escuro, Latosol Vermelho Amarelo e aluvial Utréficos e Distroficos (MEIO,
2009). A vegetagao da regido apresenta porte arboreo, caracterizada em Floresta Estacional
Decidual (Mata Atlantica) e a Estepe (Caatinga Nordestina) (IBAMA, 1999).
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Lagarto: possui cerca de 104.099 habitantes e uma area territorial de 968,921 km” e
seu territorio encontra-se inserido da Mesorregido do Agreste Sergipano. Seu clima ¢
caracterizado como semidrido e sub-tmido a seco com temperatura média de 24°C,
apresentando uma pluviosidade média anual de 1.122,35 mm sendo os meses de margo a
julho os mais chuvosos (IBGE, 2017; PML, 2018). Em relacdo a geologia deste municipio,
observa-se uma grande variagdo de tipos de solo, podendo ser encontrados Planasois,
Litolicos, Eutroficos, Podzoélicos Vermelho-Amarelo e Latossois. A vegetacdo deste ¢
caracterizada em Caatinga arborea-arbustiva e Mata Atlantica (matas secundarias)
(EMDAGRO, 2008; PML, 2018).

Moita Bonita: possui area de 95,416 km?, uma populacao de 11.438 habitantes e esta
localizado na zona central do Estado de Sergipe, compreendido pela mesorregido do Agreste
sergipano (SANTOS et al., 2017; IBGE, 2017). O mesmo encontra-se parcialmente incluido
na area do poligono das secas, apresentando clima do tipo megatérmico seco a sub-imido,
transi¢do para semidrido e uma temperatura média anual de 24°C. Sua precipitacao
pluviométrica média no ano de 1.000 mm e o periodo chuvoso ocorre de marco a agosto. Os
solos caracteristicos sao Podzodlicos Vermelho-Amarelo equivalente Eutréfico, Litolico, e
Planosol, configurando uma vegetacdo de Capoeira, Caatinga, Campos Limpos ¢ Campos
Sujos (SERGIPE, 1997/2000).

Nossa Senhora do Socorro: ocupa area municipal de 157,018 km?, ¢ constituido por
um total de habitantes de aproximadamente 181.928 (IBGE, 2017) e encontra-se localizado na
regido leste do Estado de Sergipe, Apresenta clima do tipo megatérmico seco e sub-imido,
mais conhecido como tropical quente e imido, com um a trés meses secos, temperatura média
anual de 25°C, precipitagdo pluviométrica média anual de 1.509,80 mm e o periodo chuvoso
concentra-se entre margo a agosto (EMDAGRO, 2009). Nesta regido municipal podem-se
encontrar solos do tipo Podzoélico Vermelho-Amarelo, Podzol e Glay pouco umido. A
vegetacdo encontrada na regido ¢ do tipo rasteira e matas de restinga, caracterizada
principalmente pela presenga de coqueiros. Também sdo encontradas areas de manguezais
proximas aos rios do Sal, Cotinguiba e Sergipe (PMNSS, 2017).

4.2.2 Tratamento para a superacio da dorméncia das sementes

As sementes tiveram a dorméncia superada por meio de escarificagdo quimica (EIRA
et al., 1993; SCALON et al.,, 2006; ALEXANDRE et al., 2009), com acido sulfurico
concentrado (H,SO4 98% p.a), mantendo-se as sementes imersas por 40 minutos. ApoOs este
periodo, as sementes passaram por uma triplice lavagem com éagua destilada, procedendo-se
em seguida as analises de viabilidade e vigor. Para a determinacao da curva de embebigao,
utilizou-se a escarificagdo mecéanica feita na regido oposta ao hilo com o auxilio de lixa n® 60.

4.2.3 Determinacao da curva de embebicio

Para a determinagdo da curva de embebigdo, utilizaram-se apenas os lotes de 2008 e
2012 (9 e 5 anos de armazenamento) devido a maior disponibilidade de sementes. Foram
empregadas quatro repeticoes de 25 sementes por lote. Estas foram dispostas uniformemente
em papel de germinagdo (germitest) estéril e umedecido com 2,5 vezes o peso de papel com
agua destilada. As sementes foram mantidas em incubadoras do tipo B.O.D. a 25°C sob
fotoperiodo de 12:12 horas (luz/escuro). As avaliacdes para obten¢do da curva de embebicao
ocorreram a cada 2 horas nas primeiras 24 horas. Apos este periodo, as avaliagdes seguiram a
cada 4 horas até¢ a protrusdo radicular.



30

Para avaliar o ganho de 4gua pelas sementes, foi realizada a pesagem em balanga
analitica de uma Unica semente e, posteriormente, do conjunto de 25 sementes por repeti¢ao.
As pesagens foram realizadas até que 60% das sementes de cada repeticdo dos lotes
protrugirsem as radiculas. A média dos dados das pesagens foi estimada e a partir disso
determinou-se a quantidade de dgua embebida pelas sementes. Os procedimentos adotados
correspondem aos indicados por Rabbani et al. (2013).

4.2.4 Determinacao do teor de agua

O teor de agua das sementes foi determinado no ano de 2017, por meio de dois
métodos. O primeiro, em estufa a 105+3°C por 24 horas, utilizando-se duas repeticdes de 5g
de sementes cada, conforme sugerido nas Regras para Analise de Sementes (BRASIL, 2009).
O segundo, por infravermelho (TOP-RAY), em que se utilizou quatro repeticdes com 5g de
sementes partidas, a fim de proporcionar uma melhor atuagdo do aparelho na retirada da
umidade, de acordo com instru¢cdes do fabricante. Os resultados foram expressos em
percentagem (base imida) (BRASIL, 2009).

4.2.5 Determinacio da viabilidade e do vigor

A determinacdo da viabilidade das sementes foi realizada por meio de teste de
germinagdo, em incubadora tipo B.O.D a 25 C e fotoperiodo de 12:12 horas (luz/escuro). As
sementes foram semeadas em bandejas de plésticos (11x11x2,5cm) e o substrato empregado
foi areia (lavada, peneirada e esterilizada a 120°C por 24h, em estufa com circulagio de ar
forcada). As sementes foram semeadas sob substrato. A sala de germinacdo foi mantida
climatizada a temperatura ambiente de 25°C + 2°C.

As avaliagdes foram realizadas a cada 48 horas durante o periodo de 30 dias.
Considerou-se germinadas as sementes que originaram plantulas com todas as estruturas
essenciais normais, descritas pelo Manual de Procedimentos para Andlise de Sementes
Florestais (LIMA JUNIOR, 2010). Além das plantulas normais, também foram avaliadas
sementes que emitiram radicula (germinagdo fisiologica), sementes deterioradas e plantulas
anormais.

As avaliacdes da germinacdo foram realizadas utilizando-se 8 repeticdes de 25
sementes de cada lote, e os testes foram montados em delineamento inteiramente casualizado
(DIC).

A partir das avaliagdes de germinagao ao longo do tempo, calculou-se o indice de
velocidade de germinagdo (IVG), conforme sugerido por Maguire (1962), o tempo médio de
germinagdo (Tmg) e o coeficiente de uniformidade de germinagdo (Cug) (SANTANA e
RANAL, 2000).

4.2.6 Determinac¢ao da condutividade elétrica

Visando a avaliacdo de danos nos sistemas de membranas celulares, realizou-se a
condutividade elétrica nos lotes armazenados por 5, 6, 7 € 9 anos devido a disponibilidade das
sementes. A determinagdo foi realizada em duas temperaturas, 25°C e 40°C. Os
procedimentos adotados para a temperatura de 25°C corresponderam aos indicados por Santos
e Paula (2005), utilizando-se quatro repeticoes de 25 sementes embebidas por 24 horas, em 75
mL de 4gua ultrapura, mantidas em cdmara B.0O.D., no escuro. Para a avaliagdo da
condutividade a temperatura de 40°C, adotou-se o mesmo procedimento. Os resultados foram
obtidos a partir de condutivimetro (MARCONI modelo MA-521).
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4.2.77 Teste de Raios-X

O Teste de raios-X foi realizado no Laboratorio de Entomologia Agricola da UFS.
Para obtengdo das imagens radiograficas das sementes foi utilizado o equipamento digital
Faxitron X-ray Corp (modelo HP MX-20), acoplado a um computador. Por meio deste, 200
sementes de cada lote, dividas em 8 repeticdes com 25 sementes foram radiografadas a uma
intensidade e radiacao de exposicao 22kv por 5,8 segundos, determinados automaticamente
pelo aparelho de raios-X (BRASIL, 2009). As sementes foram dispostas sobre uma
transparéncia utilizando-se fita dupla face para um melhor posicionamento das mesmas
durante o tempo de exposicdo a radia¢do. Desta forma, foi possivel identificar cada semente
para uma avaliagdo posterior no teste de germinacdo. Em seguida, as sementes foram
classificadas em cinco categorias: 1) cheias, 2) com danos (injurias mecanicas ou ocasionadas
por insetos), 3) translicidas, 4) mal formadas e 5) vazias. Visando a identificagdo de
diferengas entre os lotes, as radiografias foram analisadas com o software ImagelJ, versao
1,49s (ABRAMOFF et al., 2004). Foram obtidas informag¢des sobre da densidade maxima e
minima de pixels e plotagens tridimensionais para cada categoria de semente identificada,
visualizando-se as estruturas internas. As analises estatisticas para os parametros de densidade
média foram realizadas com o auxilio do programa estatistico SISVAR® versdo 5.1
(FERREIRA, 2011).

4.2.8 Determinacio da integridade e qualidade do RNA

Para esta andlise, as sementes foram mantidas em agua ultrapura por 24 horas e, em
seguida, os seus embrides foram extraidos. A partir destes, realizou-se a extracdo do RNA
usando-se kit comercial Nucleospin® RNA II (Macherey-Nagel), de acordo com as instrugdes
do fabricante. O RNA foi quantificado e a qualidade foi avaliada por meio da razdo de
nanoespectrofotometria a 260/230 e 260/280 nm. Para obter informacdes sobre a integridade
do RNAr, 1pg de RNA foi submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida a 1,0%, corado
com prata.

4.2.9 Analises estatisticas

Os dados foram submetidos a avaliagdo da homocedasticidade de variancias para
testar a distribuicdo normal. As varidveis que apresentaram p-valor menor que os do teste de
normalidade tiveram suas médias transformadas. Apos isto, realizou-se a andlise de variancia,
sendo as médias comparadas pelo teste de Tukey para o teste de germinacdo, e para os
demais, as médias foram compradas pelo teste de Scott—Knott, ambos ao nivel de 5% de
probabilidade. Os dados de porcentagem de germinagdo nio apresentaram distribui¢do normal
e foram transformados em arco.seno ‘u'.I(X/ 100). Os demais dados, que também nao
apresentaram distribui¢io normal foram transformados para vx/100 (TABELA 2), segundo
recomendagdes do programa SISVAR (FERREIRA, 2011).
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TABELA 2.Teste de normalidade (W) de Shapiro-Wilk e seu valor de significancia (Pr<W)
para dados obtidos em andlises de sementes de Enterolobium contortisiliguum (Vell.)
Morong.

Variaveis avaliadas no teste de germinagdo W Pr<W
Emissao de Radicula 0,81 0,0000024
Plantulas Normais 0,90 0,0008145
Plantulas Anormais 0,85 0,0000222
IVG 0,90 0,0006495
Peso Fresco 0,81 0,0000020
Condutividade Elétrica 0,94 0,0745763
Sementes Deterioradas 0,81 0,0000018

4.3 Resultados e discussao

4.3.1 Curva de embebicao de sementes

Para a curva de embebicdo, observou-se que as sementes de tamboril iniciaram a
protrusao da radicula com 108 horas para o lote de 2012 (5 anos de armazenamento) e 128
horas para o lote de 2008 (9 anos de armazenamento). Ambos os lotes atingiram a primeira
fase de embebicdo, caracterizada por uma maior absor¢ao de agua, em 72 horas. No entanto,
apresentou ganho de 4gua mais lento, aproximadamente de 0,55 mg para o lote com 9 anos, e
0,5 mg para o lote com 5 anos. Para a segunda fase, ndo se observou a mesma tendéncia na
embebicao para os lotes.

O lote com 5 anos de armazenamento absorveu aproximadamente 0,22 g de agua,
enquanto o lote com 9 anos absorveu cerca de 0,28 g de agua. A partir desta observagdo pode-
se constatar diferencas distintas na embebi¢do dos lotes, o que permite inferir que o lote com
5 anos precisou de menos tempo para completar a fase denominada de fisiologica de todo o
processo de germinagao (FIGURA 2).
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FIGURA 2. Comportamento de sementes de Enterolobium contotisiliquum (Vell.) Morong,
quanto ao ganho de 4gua, protrusdo de radicula (M) e peso da semente (A) para dois lotes
armazenados em camara fria. A — lote com 9 anos (2008) ¢ B — lote com 5 anos (2012) de
armazenamento.

A terceira fase, caracterizada pela protrusdo da radicula, pdde ser evidenciada a partir
de 96 horas de embebicdo para o lote com 5 anos de armazenamento. No total, foram
necessarias 96 horas de embebi¢do com um ganho de aproximadamente de 0,65g de 4gua para
que ocorresse a protrusao radicular. Para o lote mais antigo, esta fase iniciou-se a partir de
108 horas de embebicdo, sendo necessario 0,78g de 4gua para que ocorresse a protrusao.

Com base nestes resultados pode-se inferir que as sementes analisadas ndo apresentam
um padrdo de embebicdo trifasico, semelhante ao observado para a maioria das espécies. A
absor¢ao de agua na primeira fase ¢ mais lenta, seguida por uma fase curta € com menor
ganho de dgua. E importante ressaltar que para a avaliagio do ganho de agua durante a
embebicdo, as sementes foram escarificadas com lixa n® 60 e colocadas entre papel germitest.

Os resultados obtidos neste trabalho sdo corroborados por Silva et al. (2014b), uma
vez que na determinacdo da curva de embebicao de sementes de E. contortisiliqguum também
observaram que esta espécie ndo se adéqua ao padrio trifasico de embebig¢do proposto por
Bewley e Black (1994).
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Toda semente, sendo ela vidvel ou ndo, consegue realizar a primeira fase de
embebic¢do, pois esta consiste em um mecanismo fisico e a absor¢ao ocorre por diferenga de
potencial hidrico, matricial e osmotico da semente em relagdo ao meio. E na segunda fase, em
que ocorrem 0s processos bioquimicos, ¢ que a semente mostra todo o seu potencial de
viabilidade (germinagdo e vigor). Portanto, ¢ nesta fase que se inicia todo o processo de
diferenciagdo celular, sintese e reparo de acidos nuclé€icos, quebra e mobiliza¢ao de reservas,
dentre outras atividades, promovendo a protrusdo da radicula. A terceira e ultima fase de
embebicdo s6 ¢ alcangada por sementes ndo dormentes e vidveis, e ¢ identificada pelo
alongamento de células embrionarias e posterior protrusdo da radicula (BEWLEY, 2013;
ATAIDE et al., 2014; MARCOS-FILHO, 2015).

As variagdes na velocidade de germinacdo dependem de fatores como composicao
quimica da semente (carboidratos, lipidios ou proteinas), permeabilidade do tegumento,
tamanho do embrido, integridade das membranas e do tecido de reserva. O tegumento de
tamboril € espesso e coridceo, o que pode ter contribuido ou influenciado numa embebigao
diferente daquela proposta por Bewley e Black (1994), ou ainda, pode estar relacionado a uma
combinagdo de varios fatores. O tegumento exerce uma ag¢do de promogao/restricdo a
germinagdo, sendo na maioria das vezes impermedavel a4 dgua e/ou ao oxigénio, ou por sua
resisténcia mecanica a protrusao radicular. A propriedade da impermeabilidade, algumas
vezes, tem sido positivamente relacionada com a cor do tegumento devido a presenca de
compostos fenodlicos, comprovado por estudos em diversas espécies (DEBEAUJON et al.,
2000).

Sementes de tamboril apresentam coloragdo escura e dorméncia devido ao tegumento
extremamente coridceo, a semelhanca de outras espécies leguminosas. Deste modo, pode-se
supor que este envoltério protetor também atua na regulagdo do teor de dgua nas sementes.

4.3.2 Teor de agua

O teor de agua apresentado pelas sementes de E. contortisiliquum, obtido pelo teste de
estufa a 105°C foi de 4,61; 7,35; 15,41; 12, 53; 12,13 e 12,97% para os lotes com 1, 5, 6, 7, 9
e 10 anos de armazenamento, respectivamente (FIGURA 3). Pesquisas expdem a necessidade
de se ter testes rapidos para a avaliagdao do teor de 4gua nas sementes. No entanto, tais testes
precisam ser testados por meio de comparagdes com testes ja validados. Assim, realizou-se o
segundo método, por infravermelho, que apresentou valores bem proximos ao teste de estufa
conforme recomendado pela RAS (BRASIL, 2009), com exce¢do dos lotes coml e 5 anos de
armazenamento, cujo os valores foram divergentes em aproximadamente 2,3 pontos
percentuais.

Esta diferencga pode ter ocorrido devido a maior exposi¢ao das amostras de sementes,
pois neste método € solicitado que se triture ou quebre a0 maximo as sementes para que as
ondas do infravermelho tenham uma melhor atuacao. Estudos sobre determinagao de teor de
agua em sementes de E. contortisiliqguum, revelam que, para esta espécie, o recomendando €
que se faga cortes ao meio da semente visando a obten¢do de um melhor resultado (ARAUJO
etal., 2013)
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FIGURA 3. Teor de agua (%) de lotes de sementes de Enterolobium contortisiliqguum (Vell.)
Morong.. com diferentes idades, armazenados em camara fria.

Pela analise dos dados obtidos com os dois métodos, pode se verificar que as sementes
dos lotes com apenas 1 e 5 anos de armazenamento apresentaram menor teor de agua. As
sementes do lote armazenado por 6 anos, apresentaram os maiores percentuais de teor de agua
para ambos os métodos (15,41 e 16,01%). Os demais lotes, de maneira geral, apresentaram
pouca variagdo entre os métodos, inferior a 1%.

O equipamento de infravermelho possui uma balanca que fornece a leitura direta do
conteudo de 4gua por diferenca de massa, sendo que a retirada desta ocorre de forma mais
eficiente, pois envolve a penetragdo do calor dentro da amostra, reduzindo-se assim o tempo
da andlise. Em um estudo realizado com sementes feijdo preto, onde foi possivel comparar
trés diferentes métodos de determinagdo de umidade para esta espécie, comprovou-se que este
método ¢ tdo eficiente quanto o método de secagem em estufa (NASCIMENTO et al., 2017),
uma vez que os resultados obtidos foram semelhantes estatisticamente.

Na maioria das vezes, quando colhidas posteriormente a maturidade fisiologica, as
sementes ortodoxas apresentam um teor de agua nao favoravel ao armazenamento, uma vez
que este teor de agua estd acima do ideal para esta finalidade. Esta condi¢do pode promover
aumento da atividade metabdlica, e leva-las a sofrer danos irreversiveis acentuando-se o
envelhecimento e culminando-se com a sua morte. Assim, o processo de secagem ¢ essencial,
visto que baixos teores de agua podem contribuir para mitigar os efeitos da deterioragdo,
assegurar a qualidade da semente e a manter a longevidade nas sementes ortodoxas
(RESENDE et al., 2011; FARIA et al., 2014).

Em sementes de Crambe abyssinica Hortsh Ex. R. T., submetidas a secagem,
observou-se que aquelas com maiores teores de dgua apresentaram menor percentual de
germinagdo e sofreram mais danos fisiologicos ao serem secas, quando comparadas com as
que apresentavam menor teor de dgua inicial (FARIA et al., 2014).

O teor de agua ¢ considerado um dos principais fatores atuantes no processo de
deterioracdo de graos e sementes armazenadas. Observa-se, em geral, que quanto menor o
teor de agua dentro delas, menor € a atividade metabolica, menor a respiracdo € menor agao
de micro-organismos (PESKE et al., 2003; RESENDE et al., 2011).
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4.3.3 Viabilidade e vigor

A viabilidade, avaliada pelo teste de germinagdo, comprova que o armazenamento em
camara fria com temperatura ¢ umidade controladas para sementes de tamboril apresenta-se
como um meio de conservagdo ex situ de sucesso, pois foi possivel obter germina¢ao, mesmo
ap6s dez anos de armazenamento (FIGURA 4). No entanto, o tempo de armazenamento
influenciou na porcentagem final de germinagdo, comprovado pelo teste F, com diferenca
significativa entre os lotes para todas as variaveis (ANEXO 1).
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FIGURA 4. Desempenho de lotes de sementes de Enterolobium contortisiliqguum (Vell.)
Morong, armazenados em camara fria, quanto a viabilidade. A - Plantulas Normais; B -
Emissao de radiculas ao oitavo dia; C - Plantulas Anormais e D -. Sementes deterioradas.

Os lotes com 1 e 5 anos de armazenamento foram semelhantes e superiores aos lotes
com 6, 7 ¢ 9 anos em relagdo a emissdao de radicula. No entanto, o lote 10 apesar de ser
semelhante aos lotes 1 e 5, ndo diferiu estatisticamente do lote armazenado por 9 anos. Deve-

se considerar que apena o lote 6 apresentou média igual a zero.
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Algumas pesquisas relacionadas a germinagdo e ao uso de tratamentos para superagao
de dorméncia de E. contortisiliguum, com dacido sulfirico e em tempos proximos aos
utilizados neste trabalho, também apresentaram resultados semelhantes aos obtido aqui para
sementes que emitiram apenas a radicula, com aproximadamente 90% (MALAVASI e
MALAVASI, 2004). Porém, um outro trabalho sugere a escarificacdo mecanica, empregando-
se lixa n® 80, como sendo um método mais adequado, pois obteve-se 100% de emissdo de
radiculas (CRUZ - SILVA e ROSA, 2011). Apesar da diferenca entre os métodos, ambos sio
eficientes na superagdo da dorméncia em tamboril. Contudo, para a determinagdo da curva de
embebi¢do realizou-se a escarificacdo com lixa n® 60 obtendo-se emissido de radicula no 4°
dia, enquanto no teste de germinacdo, com uso de acido sulfurico, a emissao de radicula
ocorreu no 2° dia.

Além da escarificagdo, deve-se considerar também qual o substrato estd sendo
utilizado para a espécie. Especificamente, no caso deste trabalho, empregou-se papel
germitest para a curva de embebicdo e areia na avaliacao da germinacdo (FIGURA 5).
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FIGURA 5. Porcentagem de emissdao de radiculas emitidas para 5 lotes de sementes de
Enterolobium contortisiliquum (Vell.) Morong armazenados em camara fria.

Utilizando-se papel germitest e escarificacdo mecanica, a semelhan¢a do empregado
na determinacao da curva de embebigdo, a protrusdao da radicula se deu com 96 horas para o
lote de 5 anos. Por outro lado, no teste de germinagdo, utilizando-se areia e escarificacao
quimica, a emissao da radicula ocorreu com 48 horas.

Quanto a obtencdo de plantulas anormais, o maior percentual foi observado no lote
mais velho (44%) (FIGURA 4C). Este fato pode ser entendido como sendo uma condicao
natural, pois os danos genéticos e as alteragdes fisioldgicas causadas pelo processo de
deterioragdo sao inevitaveis e podem influenciar no desempenho das sementes. No entanto, a
expressdo deste fenomeno pode ser atribuida aos fatores genéticos, pois danos ao genoma
podem acarretar uma maior formacdo de plantulas anormais (SANTOS et al., 2004;
PARRELLA, 2009).

Em relacdo aos lotes com 7 ¢ 6 anos de armazenamento, observou-se que estes
apresentaram as menores médias para as variaveis de emissdo de radiculas (21 e 0%) e
forma¢do de plantulas normais (15 e 0%), e as maiores médias para a deterioracdo de
sementes, chegando a atingir os percentuais de 79 e 100%, respectivamente (FIGURA 4D).
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A germinacdo de tamboril ¢ relativamente lenta e desuniforme (FIGURA 6). O tempo
médio de germinacdo (Tmg) mostra que ndao houve diferenga estatistica entre os lotes
armazenados.

Sabe-se que a dorméncia em sementes exerce influéncia sobre o processo de
germinagdo agindo de maneira positiva sob os aspectos ecoldgicos, pois impede que a
semente germine sob condigdes ambientais desfavoraveis a ela; e negativa sob os aspectos
silviculturais, visto que atrasa todo o processo de producdao de mudas, devido a germinagao
nao homogénea ao longo do tempo (COSTA et al., 2010; DE FREITAS et al., 2016), ou pode
influenciar também nas analises de laboratorio, se esta ndo for identificada e superada.
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FIGURA 6. Tempo médio de germinagao (Tmg) e coeficiente de uniformidade de germinagao
(Cug) dos lotes de Enterolobium contortisiliquum (Vell.) Morong armazenadas em camara
fria.

O coeficiente de uniformidade de germinacdo indica o quanto a germinacdo das
sementes de um lote estd sincronizada entre si em relacdo ao tempo. Maiores valores deste
coeficiente implicam dizer que a germinacdo do lote encontra-se mais distribuida no tempo
CARMONA et al., 1998; SANTANA e RANAL, 2000). Pode-se observar que no lote com 9
anos, as sementes presentaram o maior coeficiente de uniformidade de germinagao (0,58%)
(FIGURA 6B). A uniformidade em relagdo a este lote pode estar associada a dois fatores:
vigor e viabilidade. Este lote apresentou um menor percentual de germinabilidade quando
comparado com os lotes armazenados por 1 e 5 anos.
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Desuniformidades na germinagdo também podem estar associadas as causas de
dorméncia, ou a idade das sementes, como pode ser visto em relagdo as sementes
armazenadas por 1 ano, em que estas apresentaram maior Cug, quando comparadas com as
sementes armazenadas por 5 € 10 anos.

A germinacdo de tamboril, quando se considerou o percentual de sementes que
originaram plantulas normais, iniciou-se no 8° dia do teste de germinagdo para os lotes
armazenados por 1 e 5 anos (FIGURA 7), sendo ao final do teste semelhantes entre si e
superiores aos demais, apresentando médias de 78% e 82% de germinacdo, respectivamente.
Em relagdo aos lotes com 9 e 10 anos, observou-se valores com proporgdes similares entre
eles, no entanto, superiores aos lotes de 7 e 6 anos, com médias de 38% e 52%,
respectivamente.
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FIGURA 7. Germinagao (%) acumulada dos diferentes lotes de sementes de Enterolobium
contortisiliguum (Vell.) Morong armazenados em camara fria.

Em um estudo sobre a morfologia externa de plantulas de tamboril, percebeu-se que
esta espécie atinge o estadio de germinacdo completa com 15 dias, quando as sementes sdo
escarificadas mecanicamente (BARRETTO e FERREIRA, 2011). No entanto, para os lotes
empregados neste trabalho, observou-se germinagdo a partir do 8° dia. Esta diferenca valida a
eficiéncia da escarificagdo quimica para superar a dorméncia desta espécie. Por outro lado,
mediante os resultados obtidos neste trabalho, pode-se sugerir que esta contagem pode ser
feita no 14° dia apos a instalagdo do teste, pois é neste ponto que os lotes mais vigorosos
atingem mais de 50% do total de sementes germinadas.

Tem sido recomendado para sementes de tamboril a realizagdo da primeira contagem
apos 7 dias, no Manual de Instrucdes de Analises de Sementes de Espécies Florestais
(BRASIL, 2013). No entanto, cabe salientar que leituras anteriores as sugeridas neste trabalho
poderdo levar a subestimativas quanto ao percentual de sementes vidveis, contaminagao, pela
abertura diaria dos rolos de papel, ou gerboxes. Além disso, demandam horas de avaliagdo,
que sdo valiosas em trabalhos de rotina. A segunda contagem, para finalizac¢ao do teste, pode
ser realizada ao 28° dia, uma vez que ndo ha indicios de germinagédo apds este periodo.

Em um trabalho em que foram estudados diferentes métodos de superacdo de
dorméncia para E. contortisiliqguum com menos de 1 ano de armazenamento, e considerando-
se germinadas aquelas sementes que emergiram apenas os cotilédones acima do solo, obteve-
se germinagdo de 79%, (FERREIRA et al., 2013), valor este aproximado ao obtido neste
trabalho para o lote com 1 ano de armazenamento (78%).
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Em Erythrina velutina Willd., também observou-se uma redu¢do no potencial
germinativo a medida que se prolongou o tempo de armazenamento (SANTOS et al., 2013).
Logo, conclui-se que a perda da viabilidade de sementes ¢ inevitavel. No entanto,
aprimoramentos na forma de armazenamento devem ser avaliados a depender das
especificidades de cada lote e espécie.

Avaliando-se isoladamente o percentual de sementes deterioradas, observou-se que, o
efeito da deterioracdo atingiu niveis mais elevados com o passar dos anos de armazenamento.
Na avaliacdo desta variavel deve-se considerar a qualidade inicial dos lotes que serdao
armazenados quanto a integridade fisica e fisiologica (FIGURA 8). Para este proposito os
lotes submetidos a0 armazenamento por 6 ¢ 7 anos foram desconsiderados, uma vez que sua
germinabilidade pode ter sido afetada negativamente por fatores, como o teor de agua e
incidéncia de microrganismos na execug¢ao do teste.
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FIGURA 8. Taxa de deterioracdo de sementes de Enterolobium contortisiliguum (Vell.)
Morong para 3 lotes de sementes armazenados em camara ftia.

A partir das avaliagdes do IVG comparando-se os diferentes lotes, observou-se que o
lote com 5 anos de armazenamento apresentou maior vigor que os demais, seguido do lote
com apenas um ano de armazenamento (FIGURA 9).
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FIGURA 9. indice de Velocidade de Germinacio (IVG) de lotes de sementes de
Enteriolobium contortisiliguum (Vell.) Morong, armazenadas em camara fria.

Com o aumento do tempo de armazenamento constatou-se um decréscimo no vigor
das sementes. Estes resultados corroboram com os destacados na literatura, os quais também
ressaltam a diminui¢do do vigor em sementes mediante o aumento do periodo de
armazenamento (BRAGA et al., 2007; GARCIA et al., 2014; ROCHA et al., 2017).
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Outro aspecto a se considerar, ¢ que cada um dos lotes apresenta especificidades, pois
foram colhidos em regides diferentes e de individuos diferentes. Isto também pode contribuir
para estas variacdes, uma vez que cada lote pode ter sofrido influéncia de estresses bidticos e
abidticos distintos.

4.3.4 Condutividade Elétrica

Com a determinacao da condutividade elétrica dos lotes armazenados por 5, 6, 7 ¢ 9
anos (referentes as sementes colhidas em 2012, 2011, 2010 e 2008) constatou-se que a
interacao entre os anos de colheita e as diferentes temperaturas utilizadas para a realizagao
deste teste foi significativa (FIGURA 10).
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FIGURA 10. Condutividade elétrica (Ce) de lotes de sementes de Enterolobium
contortisiliguum (Vell.) Morong armazenados em camara fria, submetidos a diferentes
temperaturas de avaliagdo (25 e 40°C).

Médias seguidas de mesma letra, minuscula na coluna (entre os tratamentos) e maiuscula na
linha (entre os lotes), ndo diferem estatisticamente entre si, a 5% de probabilidade pelo teste
de Tukey.

Os lote que ficaram armazenado por 5 e 7 anos apresentaram diferenca significativa
em relacdo as diferentes temperaturas de exposicdo no teste de condutividade. Para o lote
armazenado por 5 anos observou-se maior lixiviacio a 40°C (154,8 ps/cm™.g™"). O contrario
aconteceu para o lote com 7 anos de armazenamento,no qual a maior condutividade elétrica
foi obtida a temperatura de 25°C. Ao se observar os lotes com 6 ¢ 9 anos de armazenamento,
constatou-se que estes ndo diferiram em relacdo as duas temperaturas usadas.

Ao se analisarem as temperaturas para cada lote avaliado, nota-se que, para a
temperatura de 25°C, o lote com 7 anos apresentou maior quantidade de eletrolitos na solugao
quando comparado com os demais (121,3 ps/cm™.g™), corroborando os resultados obtidos no
teste de germinacdo. As sementes armazenadas por 5 e 9 anos, ndo apresentaram diferenga
estatistica entre si para esta temperatura, o que permite inferir que as sementes de tamboril
apresentam uma boa condicdo das membranas, mesmo armazenadas por 9 anos. O lote
mantido armazenado por 6 anos apresentou a menor média em relacdo aos demais tratamentos
para esta temperatura.

Para a temperatura de 40°C, observou-se que as sementes armazenadas por 5 anos
destacaram-se com a maior média. As sementes de tamboril armazenadas por 9 anos foram
inferiores ao lote com 5 anos e superiores aos lotes com 6 e¢ 7 anos de armazenamento
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(referente as sementes colhidas em 2011 e 2010). Para estes ultimos dois lotes, houve uma
quantidade de eletrolitos lixiviados pelas sementes na solugao.

E importante ressaltar que o uso da variagio na temperatura no teste de condutividade
¢ pertinente, principalmente quando se tem pouca variacao entre os lotes. Temperaturas altas
em testes de Ce proporcionam o aumento da quantidade e da velocidade de liberacdo de
eletrolitos lixiviados pela semente (RIBEIRO et al, 2009) e a lixiviacao avaliada pelo teste
com o uso de altas temperaturas podera favorecer a uma melhor discriminagdo entre os lotes e
ainda funcionar como avaliag¢ao do vigor.

A determinacdo da condutividade elétrica se faz importante devido a sua rapidez de
gerar informagdes indiretas sobre o vigor de diferentes lotes de sementes, diante de alteracdes
bioquimicas ocorridas no interior delas. Uma dessas alteragdes ¢ a perda ou reducdo da sua
seletividade da membrana, permitindo uma maior liberagao de solutos, mais conhecidos como
lixiviados, quando as sementes sdo submetidas a embebicado (GOMES, 2013). Ao avaliar a
qualidade fisiologica de sementes florestais constatou-se correlagdo positiva do teste de
germinacdo com a condutividade elétrica, sendo este indicado como alternativa para uma
rapida avaliagdo da qualidade fisioldgica de sementes (GUOLLO et al., 2017). No entanto, em
sementes de Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze este método ndo foi eficiente para
detectar diferencas de vigor entre as sementes armazenadas em diferentes locais, pois este nao
conseguiu detectar graus intermediarios de deterioragdo (GARCIA et al., 2014). Estes estudos
ndo empregaram temperaturas acima de 25°C na condutividade, o que talvez permitisse a
discriminacdo entre os lotes.

O lote armazenado por 6 anos apresentou a maior quantidade de sementes deterioradas
no teste de germinagao (100%), porém uma menor quantidade de lixiviados durante o teste de
condutividade elétrica. De forma geral, ¢ de se esperar que sementes envelhecidas e
deterioradas apresentem maior lixiviagdo neste teste. No entanto, existem relatos na literatura
e comprovagoes acerca de sementes mortas que apresentam redu¢ao ou nenhuma lixiviagdo
de eletrolitos (HIBBARD e MILLER., 1928). Outro fator que pode acarretar em baixa
lixiviacdo de eletrdlitos no teste de condutividade elétrica ¢ a infec¢do de sementes por
fungos, pois em sementes de Coffea arabica L. as sementes mortas e infectadas por estes
micro-organismos apresentaram baixos valores de condutividade (COSTA e CARVALHO,
2006).

As sementes utilizadas para a realizagdao deste trabalho encontravam-se armazenadas
em embalagens plasticas impermedveis e conservadas em camara fria com umidade e
temperatura controladas (6°C a 9°C e 60 a 55% de UR). Sementes de tamboril também
armazenadas em camara fria mantiveram-se viaveis por até¢ 9 anos com um percentual de 50%
de germinagdo (SCALON et al., 2005), resultado pouco inferior ao observado neste trabalho,
em que sementes com o mesmo tempo de armazenamento, apresentaram 76% de emissdo de
radicula e 52% de formagdo de plantulas normais.

O ambiente utilizado para armazenar as sementes de tamboril consiste em uma
estratégia de conservagdo, uma vez que em temperatura ambiente estas tendem a perder o
vigor de maneira acentuada quando comparadas com as armazenadas em locais com
temperatura ¢ umidade controladas, como geladeiras, camara frias umidas e secas
(MOROZESK et al., 2014; LIMA et al., 2014; PARAGINSKI et al., 2014; ZUCARELI et al.,
2015; NERY et al., 2016).

No entanto, essa conservagao ndo ocorreu da maneira esperada para o lote armazenado
por 6 anos. Os resultados negativos obtidos com os testes de vigor e viabilidade devem estar
relacionados ao alto teor de 4gua em suas sementes (acima de 15%), que podem manter o
metabolismo da semente ativo, aumentar a respiragao, acentuar os efeitos da deterioragao e da
acdo de micro-organismos e, assim, provocar a morte da sementes. Para sementes desta
espécie ¢ recomendado um armazenamento com o teor de agua proximo de 8%
(WIELEWICKI et al., 2006). Neste trabalho, observou-se que as sementes com teor de agua
proximo a 12% também demonstraram germinabilidade, mesmo apds periodos de 9 e 10 anos
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de armazenamento. Um armazenamento inadequado pode levar a semente ao seu
envelhecimento precoce e posterior morte. Considerando-se os resultados obtidos neste
trabalho, recomenda-se o armazenamento de sementes de tamboril sob condigdes de camara
fria com a utilizacdo de embalagens impermedveis e teor de agua entre 4 e 6%.

4.3.5 Teste de Raios-X

A exposi¢ao de sementes ao teste de raios-X foi eficiente para andlise do estudo da
morfologia interna das sementes de tamboril, sendo possivel a avaliagdao e classificagao das
mesmas em categorias denominadas: sementes cheias (bem formadas), com danos
(decorrentes de insetos ou mecanicos), mal formadas, translacidas e vazias (FIGURA 11).

FIGURA 11. Sementes de diferentes lotes de Enterolobium contortisiliquum (Vell.) Morong
categorizadas, por meio de radiografias. A — cheias; B ¢ C - com danos; D - translacidas, E -
mal formadas ¢ F - vazias.

Para todos os lotes, a maioria das sementes foi classificada como cheias (variando entre
66 a 90%), seguidas das sementes com danos (2,85 a 14,5%), sementes mal formadas (3 a
13,5%) e vazias (0 a 1%) (Tabela 3). As sementes vazias foram observadas apenas nos lotes
armazenados por 7 € 9 anos.
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TABELA 3. Categorias de sementes de Enterolobium contotisiliguum (Vell.) Morong obtidas
por meio de raios-X, de lotes armazenados em camara fria, em comparagdo com o teste de
germinagdo. PN — Plantulas normais; PA — Plantulas anormais; D — sementes deterioradas.

Tempo de . 0 Germinacao
armazenamento Categoria Total (%) PN% PA% D%

1 ano Com danos 4 3 0,5 0,5
Mal formadas 3 2,5 0,5 0
Cheias 90 67,5 12,5 9,5
Translucidas 3 2,5 0 0,5
Vazias 0 0 0 0

5 anos Com danos 7.5 6,5 1 0
Mal formadas 7,5 6 0,5 1
Cheias 79,5 62,5 7 10
Translucidas 5,5 5 0,5 0
Vazias 0 0 0 0

6 anos Com danos 14,5 0 0 14,5
Mal formadas 9 0 0 9
Cheias 74,5 0 0 74,5
Translucidas 2 0 0 2
Vazias 0 0 0 0

7 anos Com danos 13,5 0 1,5 12
Mal formadas 8,5 0 0 8,5
Cheias 66 5 16 45
Translucidas 11 0,5 0 10,5
Vazias 1 0 0 1

9 anos Com danos 2,85 0,57 0 2,28
Mal formadas 13,7 0.5 0 13,2
Cheias 73,14 50,86 16,57 5,14
Translucidas 9,71 1,14 2,28 6,28
Vazias 0,57 0 0 0,57

10 anos Com danos 3,63 0 1 2,6
Mal formadas 4,15 0,52 1,04 2,6
Cheias 89,12 35,25 41,45 11,92
Translucidas 3,10 1,55 1,55 0
Vazias 0 0 0 0

Para o lote armazenado por 1 ano, verificou-se que, do total de sementes cheias (90%),
apenas 67,5% formaram plantulas normais, 12,5% originaram plantulas anormais e 1%
deteriorou-se. Para o lote com 5 anos, 79% das sementes foram classificadas como cheias e
apenas 62,5% originaram plantulas normais. Os lotes armazenados por 9 e 10 anos
apresentaram valores de formagdo de plantulas normais de 44,5% e 38%, do total de sementes
classificadas nesta categoria. Observou-se que, exceto as sementes vazias, as sementes
incluidas nas demais categorias formaram plantulas normais e anormais e apresentaram
sementes deterioradas (QUADROS 1, 2, 3 ¢ 4).
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QUADRO 1. Sementes de Enterolobium contortisiliqguum (Vell.) Morong classificadas como

cheias, obtidas no teste de raios-X e analisadas através do softwer Imagel.

Categoria

Radiografia

Grafico 3D

Histograma Pixels

Germinacao

Cheias

Normal

Anormal

Deteriorada

QUADRO 2. Sementes de Enterolobium contortisiliqguum (Vell.) Morong classificadas como
mal formadas, obtidas no teste de raios-X e analisadas através do softwer ImagelJ.

Categoria Radiografia Grafico 3D Histograma Pixels | Germinagao
| e
N e
Normal
Mal
formadas

Anormal

Deteriorada
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QUADRO 3. Sementes de Enterolobium contortisiliquum (Vell.) Morong classificadas em
sementes com danos cheias, obtidas no teste de raios-X e analisadas através do softwer
Imagel.

Categoria Radiografia Grafico 3D Histograma Pixels

Germinagao

M n Max 185
SdDev. 30730 Mode: 150 (615}

Com danos

QUADRO 4. Sementes de Enterolobium contortisiliqguum (Vell.) Morong classificadas como
translucidas e vazias, obtidas no teste de raios-X e analisadas através do softwer Imagel.
Categoria Radiografia Gréfico 3D Histograma Pixels | Germinacao

Normal
Translacidas -
- Deteriorada
Vazias - Deteriorada
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Ao verificar os histogramas gerados através do programa ImageJ, observou-se que as
sementes que originaram plantulas normais, anormais € as que se deterioraram demonstraram
um padrdo de pixel diferente entre elas. As sementes que originaram plantulas normais e
anormais apresentaram um minimo de 80 e 50 pixels, respectivamente, ¢ a formacao do
histograma ndo se iniciou proximo ao eixo 0. A inferéncia observada a partir do histograma
de pixels para as sementes que deterioraram foi que este, diferente dos demais citados,
iniciou-se no ponto 0 do eixo, ou seja, apresentou uma densidade de pixel minima igual a 0.

O teste de raios-X proporciona a visualizacdo da morfologia interna de sementes, na
qual se faz possivel a detec¢do, de maneira ndo destrutivel, de sementes bem formadas, com
danos no tecido de reserva e injuria causada por insetos. Entretanto, por meio desta técnica
ndo se consegue detectar problemas fisiologicos ligados ao processo de deterioragdo, por isso
deve ser associado a testes de germinagdo e vigor para se obter resultados mais exatos
(SILVA et al., 2014c).

Apesar das analises das radiografias das sementes mostrarem uma alta porcentagem de
sementes bem formadas (cheias) com potencial de originar plantulas normais, na germinacao
nao se observou uma correspondéncia exata.

Em estudos feitos com mamona (Ricinus communis L.) e pinhdo-manso (Jatropha
curcas L.) observaram-se resultados semelhantes, e constatou-se que as sementes
classificadas como cheias e sem danos resultaram em sementes deterioradas, plantulas
anormais ou sementes duras (ndo germinadas) (PINTO et al., 2009, KOBORI et al., 2012). As
imagens obtidas a partir destas andlises visam indicar se ha ou ndo tecidos formados ou
danificados, mas sdo incapazes de estabelecer relacao direta com os processos fisioldgicos da
semente (GOMES, 2013).

Baseado nisto, justificam-se os resultados obtidos para os lotes com seis € sete anos de
armazenamento, em que o nivel de deterioragdo das sementes foi superior a todos os outros
lotes, mesmo obtendo-se um alto nimero de sementes cheias. Constatou-se que o lote com 6
anos de armazenamento apresentou 74,5% de suas sementes bem formadas (cheias) e nao
obteve germinacdo. Para o lote com 7 anos de armazenamento obteve-se 66% de suas
sementes classificadas nesta categoria, sendo que apenas 15% apresentaram germinacgao
completa.

Salienta-se, ainda que esses lotes apresentaram altos teores de 4dgua quando
comparados aos lotes mais vigorosos e isto pode ter sido a causa da inexatiddo dos resultados
obtidos pelo raio-X em rela¢do a germinagao, pois o teor de 4gua em sementes influencia na
qualidade da imagem (SILVA et al., 2014c),

A diferenca entre estes resultados ndo implica na ineficiéncia do teste de raios-X, pois
esta ferramenta de andlise fisica de sementes possibilita estabelecer inferéncias acerca da
morfologia interna das mesmas. Esta ferramenta pode servir de auxilio para detectar sementes
possivelmente cheias, defeituosas ou vazias, proporcionando maximizar a qualidade dos lotes,
tanto para uso imediato quanto para o armazenamento, melhorando os resultados no processo
de germinacgao e produgao de mudas (GOMES, 2013).

Foi observada germinagdo de sementes classificadas com danos e malformacao para
os lotes com 1, 5, 9 e 10 anos de armazenamento (2016, 2012, 2008 e 2007, respectivamente).
Para os demais lotes, ndo foi evidenciado surgimento de plantulas. Os danos ou malformacao
em sementes de tamboril ndo sdo totalmente letais a elas, e ird depender da propor¢ao em que
0S mesmos ocorrem.

A severidade e a localizagdo do dano ¢ o que determina se as sementes apresentam
capacidade de germinagdo. Ao avaliarem a qualidade fisioldgica de sementes de espécies
florestais de Lauraceae, por meio do teste de raios-X, observaram que danos proximos ao
embrido, sendo eles ocasionados ou ndo por insetos ou ma formagao, culminaram na morte da
semente (CARVALHO et al. 2009).

Na Tabela 4 representa-se uma analise sobre a densidade de pixels das sementes de
tamboril. Essas densidades foram classificadas de modo que se obteve uma média para:
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densidade dos lotes (DMPIX), densidade de sementes que originaram plantulas normais
(DPSPN), densidade de sementes que originaram plantulas anormais (DPSPA) e densidade de
sementes que se deterioraram (DPSD).

TABELA 4. Densidade média de pixels de lotes de sementes de Enterolobium
contortisiliguum (Vell.) Morong, obtidas a partir do softwer ImageJ. Densidade média de
pixel geral do lote (D.M.PIX); Densidade média de pixel de sementes de lote - plantulas
normais (D.M.P.PN); Densidade média em pixel de sementes - plantulas anormais
(D.M.P.PA); Densidade média de pixel de sementes - deterioraram (D.M.P.D); D.P — Desvio
Padrdo.

Raios X

Tempo (anos) D.M.PIX D.P. D.P.S.PN D.P DP.SPA D.P. DPSD D.P
1 177aA 12 177aA 11 139bA 11 135bB 19
5 181aA 18 202aA 17 177aA 17 200aA 22
6 153aB 16 - - - - 153aB 17
7 150aB 48 114aB 0 153aA 0 149aB 48
9 122aB 60 127aB 22 128aA 76 109aB 23
10 131aB 18 132aB 18 132aA 87 125aB 74

CV% 25,79 30,80 43,07 29,81

Meédias obtidas através do programa SISVAR. Médias seguidas pela mesma letra maitscula
na coluna e minuscula na linha, ndo diferem entre si estatisticamente pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade.

Apenas as sementes armazenadas por 1 e 6 anos apresentaram diferenca significativa
entre as variaveis de densidade de pixels. Para o lote com 1 ano de armazenamento, dentre os
quatro tipos de densidade analisadas, percebeu-se que a densidade média geral do lote
(D.M.PIX) ndo diferiu estatisticamente da densidade de sementes que originaram plantulas
normais (D.P.S.PN). No entanto, estas duas ultimas diferem estatisticamente, sendo
superiores a densidade de sementes que originaram plantulas anormais (D.P.S.PA) e sementes
deterioradas (D.P.S.D). E provavel que essa diferenca observada para os dois primeiros lotes
tenha relagdo com o teor de dgua das sementes, pois este influencia na determinagdo exata da
densidade de pixels, uma vez que dificulta a penetragdo dos raios.

O lote com 6 anos de armazenamento apresentou densidade média de pixels do lote e
densidade de pixels de sementes que deterioraram iguais e superiores as densidades de pixels
de sementes que formaram plantulas normais e plantulas anormais. Estas duas ultimas
apresentaram valores iguais a zero, o que ¢ normal, pois segundo o teste de germinagao,
nenhuma semente deste lote germinou ou formou plantulas anormais. Os demais lotes nao
apresentaram diferenca significativa em relacdo ao desdobramento do tratamento dentro de
cada nivel de densidade avaliada.

Ao avaliar a interagdo de cada varidvel de densidade dentro de cada lote ¢ a
germinabilidade dos mesmos, ¢ possivel inferir que quanto maior a densidade de pixels geral
do lote maior a probabilidade da semente germinar. Assim, existe uma tendéncia em se obter
sucesso com sementes com qualidade fisica e fisioldgica no lote, uma vez que a densidade de
pixel, ou Optica, esta relacionada com a concentracao do tecido de reserva da semente. Diante
disto, pode-se perceber que para as variaveis de densidade média de pixels do lote e densidade
de pixels de sementes que formaram plantulas normais, os lotes com 1 e 5 anos de
armazenamento foram superiores aos demais. Estes lotes também foram superiores aos
demais no teste de germinagao (TABELA 5), onde também apresentaram médias semelhantes
entre si para todas as varidveis. Em relacdo a varidvel densidade de pixels de sementes que
formaram plantulas normais, os lotes com 7, 9 e 10 anos de idade obtiveram médias
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semelhantes entre si, mas inferiores aos lotes com 1 ¢ 5 anos. O lote com 6 anos de
armazenamento, para esta variavel foi inferior aos demais (germinagdo = 0%).

TABELA 5. Relagdo entre idade e a densidade média de pixels geral dos lotes de sementes de
Enterolobium contortisiliquum (Vell.) Morong, expostas ao teste de raios-X, com dados
obtidos a partir das mesmas sementes pelo teste de germinagdo. D.M.PIX — Densidade média
de pixels do lote; %G — porcentagem de germinag¢do; IVG — indice de velocidade de
germinagdo; PF- peso fresco.

IDADE D.M.PIX %G IVG PF(g)
(anos)
1 177a 76a 1,47b 0,69a
5 181a 80a 1,87¢ 0,60a
6 153b 0,00d 0,00d 0,00b
7 150b 5¢ 0,12d 0,53a
9 122b 46b 0,83c 0,61a
10 131b 38b 0.72¢ 0,47a
CV% 25,84 21,60 6,77 6,35

Médias obtidas através do programa SISVAR. Médias seguidas pela mesma letra mintuscula
na coluna, ndo diferem entre si estatisticamente pelo teste de Scott- Knott a 5% de
probabilidade.

Para a variavel densidade de pixels de sementes que formaram plantulas anormais,
apenas o lote com 6 anos de armazenamento se comportou de maneira inferior ao demais,
apresentando nulidade. Isto pode ser explicado, devido ao fato de nenhuma semente ter
emitido radicula ou ter originado plantulas anormais. Os demais lotes ndo apresentaram
diferenca significativa entre si.

Para densidade de pixels de sementes que deterioraram, constatou-se que as sementes
armazenadas por 5 anos apresentaram média superior aos demais (199,89 pixels). No entanto,
isso ndo permite inferir que sementes com densidade inferior a essa sdo passiveis de
deterioracdo. A densidade em sementes esta relacionada ao teor de matéria seca.

Se levarmos em consideracdo os valores de densidade obtidos a partir da andlise de
imagens dos raios-X e correlaciona-los com o teste de germinagdo, ¢ possivel inferir que os
lotes que apresentaram maior vigor € maior germinagdo (emergéncia de radicula e formagao
de plantulas normais) foram os que apresentaram maiores valores de densidade de pixels.
Sendo assim, ¢ possivel afirmar que as sementes referentes aos lotes com 1 e 5 anos de
armazenamento apresentaram melhor qualidade fisiologica.

Com base nisso, em relagdo aos diferentes lotes, pode-se dizer que a densidade de
pixels obtida pela média do lote pode ser til como mais uma ferramenta para a determinacao
da qualidade fisiologica entre lotes de sementes de tamboril.

4.3.4 Integridade e qualidade do RNA

O teor total de RNA e DNA diminuem com a redu¢ao no vigor das sementes e 0 DNA
danificado de sementes com alto vigor se recupera rapidamente, quando comparadas com
sementes de baixo vigor. Em sementes de Zea mays L. com diferentes gradientes de vigor
expostas ao envelhecimento artificial, observou-se que o teor de proteinas foi diminuido em
embrides com baixo vigor, quando comparado com os de sementes com alto vigor (LIU et al.,
1999).

A integridade do RNA pode ser avaliada por meio de técnicas como a extracao e
posterior avaliagdo da quantidade, pureza e integridade molecular. Para os lotes de tamboril
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estudados observou-se que com o aumento do armazenamento houve uma diminui¢do na
qualidade e integridade (FIGURA 10).
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FIGURA 12. Qualidade do RNA dos diferentes lotes de sementes de FEnterolobium
contortisiliqguum (Vell.) Morong armazenados em camara fria.

Ao se avaliar a integridade do RNA, por meio de corrida eletroforética em gel de
poliacrilamida a 1%, pode-se confirmar que sementes com baixo vigor e reducdes na
germinagdo tém alteragdes em nivel de dcidos nucléicos. Observou-se uma falta de
integridade do RNA (canaleta 4) para o lote que apresentou maior deterioragao (2011 — 6 anos
de armazenamento), diferindo dos demais lotes (FIGURA 11).

A B C! D EI F
FIGURA 13. Perfil eletroforético de RNA em gel de poliacrilamida de embrides dos lotes de

sementes de Enterolobium contortisiliqguum (Vell) Morong armazenados em camara fria. A -
10 anos; B - 9 anos; C - 7 anos; D - 6 anos; E - 5 anos e F - 1 ano.

A capacidade das sementes permenacerem armazenadas esta relacionada a integridade
e degradacdo de proteinas e, consequentemente, ao vigor das sementes. As células vegetais
apresentam mecanismos de auto-recuperagdo, até determinado limite, e esta recuperagao
envolve a ativagdo da sintese de reparo, incluindo as menbranas, enzimas, DNA e RNA.
Durante a embebicdo, as sementes t€m potencial para restaurar membranas (FU et al., 2000),
e esta restauracdo esta diretamente relacionada a integridade de RNAs.

Diante do exposto, as ferramentas empregadas para se avaliar a qualidade fisica e
fisiologica de sementes de tamboril se complementam para justificar o comportamento
diferencial dos lotes no armazenamento.
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4.4 Conclusoes

E possivel armazenar sementes de tamboril por periodos de até 10 anos, sob condi¢des
de armazenamento em cdmaras frias.

Sementes de tamboril podem ser armazenadas por 5 anos sem que haja reducdo da
viabilidade e do vigor. Quando armazenadas em periodos maiores que 5 anos, a qualidade
fisiologica das sementes sofre alteragdes, resultando na reducdo da viabilidade e do vigor.

As sementes desta espécie mostraram um potencial germinativo de 88% de emissdo de
radicula e 38% formagdo de plantulas normais apos dez anos de armazenamento, porém
salienta-se que para a conservagdo de sementes ortodoxas o recomendado em banco de
germoplasma ¢ que a porcentagem de germinacdo ndo seja inferior a 60%. Caso isso ocorra, ¢
recomendado a reposi¢ao do lote para fins de conservagao.

A obtencdo de sementes de espécies nativas tem sido cada vez mais dificil, uma vez
que se observa uma intermiténcia na produgdo, principalmente devido as mudangas
climaticas. Neste aspecto, o descarte de sementes, mesmo com viabilidade inferior a 60%,
poderd implicar em perdas de recursos genéticos que podem ser utilizados na producao de
mudas, ou na recuperagdo/restauracdo de areas degradadas.
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ANEXOS I

TABELA 1.Resumo da andlise de variancia aplicada as variaveis avaliadas no teste de
germinagdo em sementes de Enterolobiumcortortisiliquum(Vell) Morong.E.R — Emissao de
radicula; D — sementes deterioradas; P.N — plantulas normais; IVG — indice de velocidade de
germinacdo; C.E- condutividade elétrica; P.F — peso fresco.

Valores de F
F.V.

E.R D P.N P.A IVG CE P.F

Tratamento  422,388*  91,906* 149,110*  28,004* 79,460* 16,881* 15,892*

CV% 6,85 14,96 13,36 27,58 6,61 20,35 6,35

*Valor de F significativo a 5% de probabilidade.



