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OLIVEIRA JUNIOR, Jair Lucas. Perfis bioquimico e fisiologico da maturacéo,
longevidade e germinabilidade de sementes de Aroeira-vermelha (Schinus
terebinthifolia Raddi). 130 f.: il. Dissertacao (Mestrado em Biotecnologia) - Instituto de
Ciéncias da Saude, Universidade Federal da Bahia, Salvador, 2021.

RESUMO

A espécie Schinus terebinthifolia € estudada principalmente pelas suas propriedades
medicinais e condimentares, além de sua importancia na recuperacdo de areas
degradadas e recomposi¢cédo da vegetacdo nativa. Por isso, devido a importancia de
se obter sementes de boa qualidade dessa espécie para diferentes finalidades,
objetivou-se nesse estudo avaliar os perfis bioquimico e fisiolégico da maturacao,
longevidade e germinabilidade de sementes sob condi¢des de restricdo hidrica. Para
isso, foram realizados experimentos avaliando diferentes estadios de maturacao e
condicBes de secagem, diferentes condi¢cdes de armazenamento, além de ensaios de
restricdo hidrica na germinacao dessa espécie. Observou-se que as sementes obtidas
de frutos no estadio Vermelho apresentaram melhor qualidade fisiologica e tolerancia
a secagem. Na avaliacdo da longevidade, as sementes armazenadas em ambiente
refrigerado (5°C) foram capazes de manter a sua qualidade por 15 meses, diferente
das armazenadas em temperatura ambiente (24°C), que reduziram a germinabilidade
e 0 vigor. As mudancas nas atividades das enzimas superéxido dismutase (SOD),
catalase (CAT) e ascorbato peroxidase (APX) nessas condicbes de armazenamento
indicaram que o sistema antioxidante enzimatico esta relacionado com a manutencgao
da viabilidade das sementes, porém, ndo foi capaz de evitar a perda da qualidade, o
aumento da peroxidacao lipidica (teor de malondialdeido - MDA), e da permeabilidade
de membranas (teste de condutividade elétrica - CE), quando armazenadas em
temperatura ambiente. Com isso, conclui-se que o estadio Vermelho pode ser
considerado a fase de maturidade fisioldgica para obtencdo de sementes de boa
qualidade, porém, a secagem ambiente reduz a germinabilidade de sementes. Além
disso, conclui-se que as sementes de aroeira-vermelha podem ser armazenadas em
ambiente refrigerado por até 15 meses mantendo a longevidade. Nos ensaios de
restricdo hidrica, conclui-se que a espécie é altamente sensivel a esse estresse
abibtico no processo de germinacdo e estabelecimento inicial de plantulas. As
avalicbes bioquimicas mostram que as atividades das enzimas SOD, CAT e APX
conferem protecdo contra o estresse oxidativo quando submetidas a embebicdo em
baixos niveis de estresse (-0,2 MPa), porém, ocorre um provavel desbalanco entre o
acumulo de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) e o sistema antioxidante em
potenciais mais baixos de restricdo (-0,8 MPa), comprovados pela reducéo na
atividade enzimética. JA em plantulas, os primeiros danos oxidativos ocorrem nas
raizes, comprovados pela reducéo na biometria e na atividade da SOD, CAT e APX
em -0,2 MPa. Além disso, quando utilizado embebi¢cdo controlada para efeito de
osmocondicionamento, os potenciais de -0,2 e -0,4 MPa sdo capazes de promover
uma germinacado mais rapida e uniforme, porém sem efeito de priming, pois nao
promove melhoria na porcentagem germinacdo e vigor das sementes de S.
terebinthifolia. Essas informagfes s&o importantes para uso em programas de
melhoramento genético e de protocolos para obtencdo de sementes e mudas de boa
qualidade, visando a exploragéo sustentavel e domesticagdo da espécie.

Palavras-chaves: Anacardiaceae; Qualidade de sementes; Armazenamento;
Osmocondicionamento; Enzimas antioxidantes.
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ABSTRACT

Brazilian peppertree (Schinus terebinthifolia) has been studied mainly for its condiment
and medicinal properties, in addition to its importance in the recovery of degraded
areas and the restoration of native vegetation. Therefore, due to the importance of
obtaining good quality seeds of this species for different purposes, the objective of this
study was to evaluate the biochemical and physiological profiles of seed maturation,
longevity and germination under water-restricted conditions. For this, experiments
were carried out evaluating different stages of maturation and drying conditions,
different storage conditions, in addition to water restriction tests on the germination of
this species. It was observed that seeds obtained from fruits in the Red stage had
better physiological quality and drying tolerance. In assessing longevity, seeds stored
in a refrigerated environment (5°C) were able to maintain seed quality for 15 months,
unlike those stored at room temperature (24°C), which reduced germination and vigor.
The changes in the activities of superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and
ascorbate peroxidase (APX) enzymes under these storage conditions indicated that
the antioxidant enzyme system is related to the maintenance of seed viability, however,
it was not able to prevent loss of quality, increased lipid peroxidation (malondialdehyde
content - MDA), and membrane permeability (electrical conductivity test - EC), when
stored at room temperature. Thus, it can be concluded that the Red stage can be
considered the physiological maturity stage for obtaining good quality seeds, however,
ambient drying reduces the germination of brazilian peppertree seeds. In addition, it is
concluded that the seeds of Brazilian peppertree can be stored in a refrigerated
environment for up to 15 months maintaining longevity, and the evaluations of SOD,
CAT, APX activity, malondealdehyde acumullation and electrical conductivity can be
used as biochemical markers for evaluation of quality throughout storage. In water
restriction assays, it is concluded that the species is highly sensitive to this abiotic
stress in the germination process and initial seedling establishment. Biochemical
evaluations show that the activities of SOD, CAT and APX enzymes provide protection
against oxidative stress when subjected to imbibition at low stress levels (-0.2 MPa),
however, there is a probable unbalance between the accumulation of Reactive Oxygen
Species (ROS) and the antioxidant system at lower restriction potentials (-0.8 MPa),
proven by the reduction in enzymatic activity. In seedlings, the first oxidative damage
occurs in the roots, evidenced by the reduction in biometry and in the activity of SOD,
CAT and APX in -0.2 MPa. In addition, when controlled imbibition is used for
osmoconditioning, the potentials of -0.2 and -0.4 MPa are capable of promoting faster
and more uniform germination, but without priming effect, as the use of this pre-
treatment does not promotes improvement in germination and vigor of brazilian
peppertree seeds. The information obtained in this study are important and can be
applied for genetic improvement programs and protocols for obtaining good quality
seeds and seedlings, aiming at the sustainable exploitation and domestication of the
species.

Keywords: Anacardiaceae; Seed quality; Storage; Osmoconditioning; Antioxidant
Enzymes.
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1. INTRODUCAO GERAL

As sementes sdo essenciais para propagacdo de plantas, na preservacado da
diversidade genética a longo prazo, e como ponto de suma importancia nos esfor¢os
voltados a restauracdo do meio ambiente (BEWLEY et al., 2013; BASKIN; BASKIN,
2020). A propagacdo de espécies florestais nativas como forma de promover a
recuperacédo de areas degradadas, recomposicdo da vegetacao natural, bem como o
estabelecimento de plantios comerciais, tem sido crescente nos ultimos anos. Por
isso, as informacbes sobre os processos fisioldgicos e bioquimicos que envolvem a
coleta, beneficiamento, conservacdo e germinabilidade dessas espécies séo
essenciais para obtencdo de sementes e mudas de boa qualidade (PINA-
RODRIGUES et al., 2007).

Entre as espécies florestais, Schinus terebinthifolia Raddi. (Anacardiaceae),
conhecida popularmente como aroeira-vermelha ou pimenta-rosa, é estudada pelas
suas propriedades medicinais, condimentares e na recuperacdo de areas degradadas
(FONSECA et al., 2017; RORATO et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2020). Na medicina,
esta espécie mostra-se promissora em estudos voltados a bioprospeccédo de
compostos para tratamento de doencas, apresentando atividades antioxidante,
antisséptica, anti-inflamatéria, entre outras (LUCENA et al., 2006; CARVALHO et al.
2013; BULLA et al., 2015). Além disso, os 6leos isolados dessa espécie tém potencial
para serem utilizados como agentes antimicrobianos com atividade contra diversos
isolados de bactérias e fungos (EL - MASSRY et al., 2009; OLIVEIRA JUNIOR et al.,
2013; ULIANA et al., 2016).

A espécie S. terebinthifolia ocorre em diversos tipos de ecossistemas e
formacdes florestais, como restingas, além de florestas pluviais e semideciduas de
altitude (LORENZI, 2008). No Espirito Santo, existem plantios comerciais da aroeira-
vermelha localizados em areas de baixada litoranea (restingas) e/ou em areas de
elevacOes de tabuleiros costeiros, nos quais existe um trabalho de selecéo de matrizes
e manejo tecnificado. No entanto, em algumas regibes, essa espécie vem sofrendo
extrativismo ndo sustentavel em alta escala, praticado por agricultores e comunidades
tradicionais para coleta dos frutos, onde muitos chegam a derrubar as arvores para
reduzir e agilizar o trabalho de coleta (NEVES et al., 2016). Por isso, a recuperacao

ambiental empregando essa espécie assume grande importancia, necessitando-se de
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informacdes sobre o estadio ideal para a coleta de sementes, as condi¢fes ideais de
armazenamento e a obtencdo de sementes de boa qualidade para uso, tanto na
producdo de mudas para plantios com finalidade comerciais, quanto na recuperacao
ou restauracao de areas degradadas (SILVA-MANN et al., 2013).

A qualidade das sementes esta diretamente relacionada ao vigor e este depende
das condi¢des nas quais ocorreram o desenvolvimento e maturacao. Portanto, o vigor
expressa 0 potencial maximo para uma germinacdo e desenvolvimento rapidos e
uniformes sob uma ampla gama de condigbes ambientais, dependente também dos
processos relacionados a coleta, secagem e beneficiamento, bem como a
manutencdo da sua viabilidade ao longo do armazenamento (FINCH-SAVAGE,;
BASSEL, 2015). Contudo, mesmo quando armazenadas em condi¢cdes ideais, as
sementes envelhecerdo e perderdo a sua viabilidade ao longo do tempo, devido a
diversos fatores que contribuem para a sua deterioracdo (EBONE; CAVERZAN;
CHAVARRIA, 2019).

A germinacdo das sementes comeca com a absorcdo de agua (embebicédo), é
seguida pela reativacéo do metabolismo e termina com a protrusao visivel da radicula
(BEWLEY et al., 2013). Por isso, para a recomposicdo de matas nativas e expansao
de plantios comerciais sdo necessarias sementes de qualidade que possam suportar
intempéries de diversas formas, entre elas o estresse hidrico. Nesse sentido, o
comportamento fisiol6gico e bioquimico durante a germinacao deve ser estudado para
gue se possa estabelecer protocolos de otimizagdo do processo germinativo e
producdo de mudas resistentes a condicdes ambientais adversas.

Ao longo de sua vida, as plantas e suas sementes estdo sujeitas a variacoes,
muitas vezes draticas nas condicbes ambientais. Entre elas, a restricdo hidrica, ou
estresse osmotico, € um dos principais fatores abioticos causadores de estresse nas
diversas fases de desenvolvimento das plantas (APEL; HIRT, 2004). A condi¢céo de
restricdo hidrica pode ser prejucial as plantas quando ocasiona o estresse osmotico.

No entanto, quando é utilizada para a realizacdo da embebic&o controlada com
0 uso de substancias osmoticas, pode ser utilizada como uma técnica de
condicionamento em sementes, servindo como tratamentos pré-germinativo ou pré-
semeadura. Este método, conhecido como osmocondicionamento ou priming, visa
proporcionar melhor vigor na germinacdo das sementes e na emergéncia de plantulas,
favorecendo o desenvolvimento uniforme da lavoura no campo (DE CASTRO;
HILHORST, 2004; DI GIROLAMO; BARBANTI, 2012; MARCOS FILHO, 2015).
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As sementes também sdo expostas aos estresses ambientais durante a
maturacdo na planta mae, a secagem, o armazenamento e durante a fase inicial da
germinacao (KRANNER et al. 2010; VENTURA et al. 2012). Por isso, as diferentes
espécies de plantas tém desenvolvido mecanismos e processos de adaptacdo e
defesa aos estresses abidticos, sendo a compreensdo desses processos um dos
topicos mais importantes da biologia de plantas (HIRAYAMA; SHINOZAKI, 2010;
JASPERS; KANGASJARVI, 2010). Uma caracteristica comum das respostas das
plantas em relacdo a todos esses estresses é a producdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO) em diferentes compartimentos celulares (PETROV et al., 2015).

Em condi¢cdes normais, ERO como superdxido (O27), peréxido de hidrogénio
(H202), radicais hidroxila (HO¢) e oxigénio singleto (!O2), sdo componentes de
diversas vias de sinalizacdo da célula, sendo produzidas continuamente como
subprodutos das reacfes de oxidagdo-reducdo em organelas como: cloroplastos,
mitocondrias e peroxissomos durante o desenvolvimento vegetal, bem como uma
resposta da planta a estresses bidticos e abibticos (APEL; HIRT, 2004). No entanto,
em condicfes de estresse, ocorre 0 aumento na taxa de producéo destas espécies,
causando danos oxidativos em proteinas, lipideos e &cidos nucléicos (GILL; TUTEJA,
2010).

As ERO também estao relacionadas aos danos de oxidagcéo na deterioracdo de
sementes ao longo do armazenamento. Elas interagem com macromoléculas, como
os acidos graxos poliinsaturados (AGP) presentes nos fosfolipidios de membrana, o
que pode levar a peroxidacdo de lipidios e 0 aumento na permeabilidade da
membrana. Entre os subprodutos gerados desse processo, alguns aldeidos reativos,
como o malondealdeido, podem ainda causar danos a outros componentes celulares,
podendo ser usados como indicadores da deterioragdo de sementes (EBONE;
CAVERZAN; CHAVARRIA, 2019; ZHANG et al., 2021).

Diante da maior producédo de espécies reativas de oxigénio e considerando 0s
prejuizos causados pelas mesmas, as plantas possuem mecanismos de defesa como
0s antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos, que podem prevenir 0 acimulo de
ERO e o estresse oxidativo extremo. Dentre os antioxidantes enzimaticos destacam-
se as enzimas superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e ascorbato peroxidase
(APX), que estdo presentes em diferentes compartimentos celulares (APEL; HIRT,
2004; GILL; TUTEJA, 2010; KARUPPANAPANDIAN et al., 2011).
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Diante do exposto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar os perfis
bioquimico e fisiologico da maturacdo, armazenamento e germinacao sob restricao
hidrica em sementes de Schinus terebinthifolia. Para isso, no Capitulo |, foi avaliado
o comportamento morfolégico e fisioldgico durante a maturacdo, comparando o seu
desempenho quando recém-colhidas e ap0s a secagem. A partir desses dados, foi
selecionado o lote de sementes para a continuidade dos testes. Esse lote foi
submetido a duas condicbes de armazenamento (ambiente de laboratério e
refrigerado) durante 15 meses e, ao longo desse periodo, foram avaliados o
comportamento fisiolégico (germinacao e vigor) e bioquimico (atividade de enzimas
antioxidantes e danos em membrana) das sementes nas duas condi¢cdes. No Capitulo
I, foram avaliados o comportamento germinativo das sementes e plantulas
submetidas a restricdo hidrica (estresse osmético), bem como a atividade enzimética
antioxidante durante a embebicéao e retricdo hidrica. No mesmo Capitulo, foi avaliada
a resposta das sementes submetidas ao osmocondicionamento em diferentes
potenciais com e sem secagem apds 0 processo.

A partir da melhor compreenséao dos perfis fisiologico e bioquimico de sementes
de S. terebinthifolia, como a investigacdo da maturacdo, germinabilidade, vigor,
estresse oxidativo e a atividade de enzimas antioxidantes no armazenamento e sob
efeito de agentes abibticos, pretendeu-se obter informacdes sobre os mecanismos de
ajuste desta espécie a essas diferentes condi¢des. O entendimento desses processos
€ relevante para elaboracdo de futuros projetos com foco em programas de
conservacgao, producdo de sementes e mudas, melhoramento genético da espécie,

bem como estudos que visem sua aplicacdo biotecnologica.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar os perfis bioguimico e fisiologico de sementes de Schinus terebinthifolia

durante a maturacédo, armazenamento e germinacao sob restricao hidrica.

2.2. Objetivos especificos:

* Determinar o ponto de maturidade fisiologica de sementes de Schinus
terebinthifolia, visando a obtencdo de sementes de melhor qualidade;

» Avaliar como a secagem afeta a qualidade de sementes em diferentes estadios
de maturacéo;

« Avaliar a viabilidade e vigor das sementes submetidas a duas condi¢cdes de
armazenamento durante 15 meses;

* Avaliar a atividade das enzimas antioxidantes (SOD, CAT e APX) e a
integridade de membranas (acimulo de malondialdeido e condutividade
elétrica) das sementes submetidas a duas condicbes de armazenamento
durante 15 meses;

* Indicar a melhor condicdo para conservacdo de sementes de Schinus
terebinthifolia;

* Avaliar a germinabilidade de sementes de Schinus terebinthifolia sob condigdes
de restricao hidrica (estresse osmatico);

* Avaliar a atividade das enzimas antioxidantes (SOD, CAT e APX) durante a
germinacdo em sementes e plantulas de Schinus terebinthifolia sob condi¢des
de restricao hidrica (estresse osmatico);

* Avaliar o efeito do osmocondicionamento na melhoria da qualidade de

sementes.
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3. REFERENCIAL TEORICO
3.1. A espécie (Schinus terebinthifolia Raddi.)

3.2.1. Importéancia econémica

A espécie Schinus terebinthifolia Raddi. (Anacardiaceae), conhecida
popularmente como aroeira-vermelha, aroeira-pimenteira ou pimenta-rosa, destaca-
se pelas suas propriedades medicinais e condimentares, além do seu potencial
vegetativo para ser utilizada em areas degradadas e em recomposi¢cao de mata ciliar
(JOSE; DAVIDE; OLIVEIRA, 2005; OLIVEIRA V. et al., 2020). Apesar de n&o ter suas
aplicacBes nutricionais e biotecnoldgicas tdo difundidas no cenario nacional, o fruto
da aroeira-vermelha é apreciado nas exigentes culinarias internacionais para temperar
carnes brancas, salames e massas, e conferir sabores exéticos a bebidas e doces,
como coquetéis e chocolate. Na culinaria nacional é utilizada sob a forma desidratada
e comercializada, na maioria das vezes, a granel (BERTOLDI, 2006).

Entre os compostos presentes na aroeira que podem vir a fomentar seu comeércio
e seu consumo no almejo de aproveitar suas propriedades nutricionais destacam-se
0os carotenoides, a vitamina C e a capsaicina (PAGANI et al., 2013). No aspecto
fitoquimico, os principais compostos da aroeira, sdo 0s acidos graxos, terpenos,
taninos, alcalbides, antocianinas, compostos fenolicos e flavonoides (PAWLOWSKI et
al., 2012; SANTANA; SARTORELLI; LAGO, 2012; FEUEREISEN et al.,, 2017,
ENNIGROU et al., 2018).

Diversos estudos tém mostrado diferentes quimiotipos presentes no oOleo
essencial de folhas de aroeira coletadas em diferentes regides. Foi encontrado, por
exemplo, maior teor de a-pineno com 51,82% em plantas da india e 30% em plantas
do estado do Parand, Brasil (BORTOLUCCI et al., 2019), enquanto que em plantas
do Egito e Tunisia destacou-se a- felandreno, com 24,2% e 36,18%, respectivamente
(IBRAHIM; FOBBE; NOLTE, 2004; ENNIGROU et al., 2018). Em outro estudo sobre
a composi¢do quimica do Oleo essencial presente em folhas e frutos de aroeira
coletadas no estado do Espirito Santo, Cole et al. (2014) encontraram, principalmente,
monoterpenos (85,81%), com uma maior concentragdao de 6-3-careno (30,37%), a-
felandreno (12,60%), a-pineno (12,59%), além da ocorréncia de sesquiterpenos, como
o transcariofileno (1,77%). Em diferentes genétipos obtidos no estado de Sergipe, 0s

principais compostos dos 6leos essenciais de aroeira foram a-pineno, B-pineno, a-
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felandreno, 6-careno, o-cimeno, limoneno, B-felandreno e mirtenol, com uma diferenca
significativa entre os niveis desses compostos quimicos obtidos de individuos
coletados em diferentes locais (SOUZA et al., 2014).

Figura 1. A) Oleo essencial comercial produzido a partir de frutos
de Schinus terebinthifolia. B) Frutos de Schinus terebinthifolia

comercializados para uso condimentar. (Fonte: Autor).

Ha potencial de utilizacdo da casca, folhas e frutos desta espécie como fontes
de diversos compostos, sendo utilizado para o preparo de chéas, produtos
farmacéuticos e produtos medicinais. O gel obtido do extrato hidroalcodlico foi
eficiente e seguro para o tratamento da vaginose bacteriana, enquanto os extratos
obtidos de suas folhas sdo usados para protecdo, cicatrizacao e reparo tecidual de
feridas na pele, micoses, infusdo no tratamento de infeccbes do trato respiratorio,
digestivo e urinério, bem como contra reumatismo e candidiase (AMORIM; SANTOS,
2003; RIBAS et al., 2006; BRASIL, 2014; ESTEVAO et al., 2015). Os 6leos isolados
de S. terebinthifolia tém potencial para serem utilizados como agentes antimicrobianos
com atividade antibacteriana contra diversas espécies como Bacillus sp., Escherichia
coli, Pseudomonas sp., Staphylococcus spp., Enterobacter sp. Streptococcus sp., (EL
- MASSRY et al., 2009; COLE et al., 2014; ULIANA et al., 2016), além de atividade
antifingica contra o patdgeno Colletotrichum gloesporioides, causador da doenca
antracnose em diversas espécies vegetais (OLIVEIRA JUNIOR et al., 2013).

Foi demostrado que extratos obtidos de frutas, casca do caule, caules, folhas e
amostras comerciais de S. terebinthifolia apresentam uma variedade de metabolitos
secundarios, incluindo alto teor de compostos fendlicos, que podem ser responsaveis
pela atividade antioxidante detectada (COSTA et al., 2013; COSTA et al., 2015). A
atividade antioxidante da casca do caule dessa espécie também mostrou efeitos

neuroprotetores sobre a doenca de Parkinson, em que o extrato etandlico inibiu a
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peroxidacao lipidica (SERENIKI et al., 2016). O extrato das folhas de Schinus
terebinthifolia foi eficiente na protegcdo contra estresse oxidativo em eritrocitos
humanos (ROCHA et al.,, 2017), além de possuirem atividade antioxidante,
antiproliferativas e anti-inflamatéria in vivo, apresentando efeito inibidor eficaz sobre o
desenvolvimento de linhagens de células do cancer de ovario (SILVA, M. et al., 2017).

Na agricultura, existem estudos sobre o0 uso de extratos de aroeira para controlar
a infeccdo do Virus do Mosaico Comum do Feijoeiro (Bean common mosaic virus) em
feijoeiro (ELSHARKAWY; EL-SAWY, 2015), atividade inseticida contra Spodoptera
littoralis, conhecida como lagarta desfolhadora, e Phthorimaea operculellam,
conhecida como traca da batatinha (ENNIGROU et al., 2018). O 6leo essencial da
espécie também se mostrou promissor para ser utilizado na suplementacéo da dieta
alimentar da espécie de Peixe do Mato Grosso (Hyphessobrycon eques Steindachner)
favorecendo o desenvolvimento do sistema imunolégico desses animais (PORTO et
al., 2020).

Do ponto de vista de producdo dessa espécie, em fungéo dos elevados precos
alcancados pela pimenta-rosa, alguns produtores do Espirito Santo cultivam a aroeira
para producgédo de frutos. No entanto, esses plantios ndo apresentam um sistema de
producédo definido, mas ja contemplam a aplicacdo de insumos e um trabalho inicial
para a selecdo de matrizes voltada a producdo de frutos (NEVES et al., 2016). Foi
demonstrado que o cultivo da aroeira se mostrou uma solucao viavel para aumentar
a renda do agricultor familiar, por ser uma arvore nativa, apresentando-se como uma
alternativa sustentavel para pequenas areas (CARVALHO, 2015). A espécie também
€ estudada para potencial utilizacdo em praticas agroflorestais, consorciada com
outras culturas (FEIJO; MIELKE; GOMES, 20009).

Em estudo realizado por Jesus et al. (2013), os autores relataram que 0s
estados brasileiros que mais contribuiram para a cadeia produtiva extrativista da
aroeira vermelha no ano de 2008 foram: Rio de Janeiro (640 t.), Bahia (200 t),
Pernambuco (100 t.), Cearéa (100 t.), Sergipe-Alagoas (70 t.) e Espirito Santo (400 t.)
que, aléem dessa producao extrativista, tem plantios com producdo comercial. Os
mesmos autores confirmaram o potencial de melhoria dos atuais indices de geragao
de emprego e renda de comunidades ribeirinhas no Baixo Sao Francisco (SE), que
tém o extrativismo de aroeira como fonte de renda nos periodos de safra. Contudo,

eles ressaltam a necessidade da adoc¢éo de praticas extrativistas sustentaveis nesta
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regido, com vista a manutencdo da espécie e/ou politicas publicas que incentivem o
estabelecimento de plantios comerciais a exemplo do estado do Espirito Santo.

Na regido do Baixo Sao Francisco, o extrativismo da aroeira chega a
representar 20% da renda anual das familias ribeirinhas, sendo os frutos vendidos
para a industria alimenticia e exportados para a fabricacdo de molhos condimentares
e uso em embutidos (JESUS; GOMES, 2010). Conforme exposto por Bertoldi (2006),
apesar de ndo haver um sistema de producéo definido, percebe-se grande perspectiva
de mercado e potencial de exploracdo sustentavel por parte das comunidades
tradicionais que tém na colheita da aroeira fonte de emprego e renda, além de
produtores e industrias que identifiguem a aroeira como opcéao rentavel de negadcio,

para producao em larga escala.

2.1.2. Caracteristicas morfoldgicas e importancia ecolégica e ambiental

A aroeira vermelha é nativa do Brasil e possui uma grande plasticidade
ecolégica, o que possibilita a espécie ocupar diversos tipos de ecossistemas e
formacdes florestais, desde restingas até as florestas pluviais e semideciduas de
altitude. Com isso, ocorre desde o Nordeste, passando pelos Cerrados, e chegando
ao Rio Grande do Sul (LORENZI, 2008). Essa espécie pode ainda ser empregada
como planta ornamental na arborizacéo urbana (Figura 2), destacando-se pela beleza
das folhas, pelas flores esverdeadas e seus frutos vermelhos que sdo consumidos

pelas aves.

Figura 2. A) Individuo de Schinus terebinthifolia utilizado na
arborizacao urbana, ao lado do prédio da Reitoria da UFBA/Salvador-

BA. B) Detalhe dos frutos reunidos em cachos. (Fonte: Autor).
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Por essas caracteristicas, a espécie consta no Manual de Arborizagdo Urbana
de Salvador como espécie recomendada para ocupacdo de encostas, devido seu
sistema radicular agressivo e ramificado, que favorece a conservacado do solo
(PREFEITURA DA CIDADE DE SALVADOR, 2017).

A espécie é perenifélia, pode alcancar 15 m de altura e 60 cm de DAP. A casca
externa do tronco é escura, grossa e rugosa, aspera, sulcada e escamosa e a interna
€ avermelhada, com textura fibrosa e odor caracteristico devido a exsudacao de
terebintina. O fruto € uma drupa, globoso, com 4 mm a 5,5 mm de didmetro, levemente
achatado na parte do comprimento. Quando imaturos sao verde-claros, e quando
maduros, apresentam cor vermelha, com sabor adocicado e aromatico (NEVES et al.,
2016).

A Unica semente presente no fruto é caracterizada por ser reniforme, com
envoltério membranéaceo, lisa, de coloracdo amarelo clara, com uma mancha marrom
escura (Figura 3). O envoltério tem dupla origem, uma que na semente madura se
manifesta externamente como uma mancha marrom escura, € a outra tegumentar
(NEVES et al.,, 2016). Possui micrépila ndo visivel, o endosperma € ausente, 0
embrido ndo clorofilado é axial dobrado ou pleurorrizo, composto por dois cotilédones
planos, carnosos, eixo hipocétilo-radicula longo e plimula pouco desenvolvida. E
exalbuminosa e a reserva dos cotilédones consiste, principalmente de proteinas e
lipideos (CARMELLO- GUERREIRO; PAOLI, 1999).

Trata-se de uma espécie didica, com flores diclinas, que possui diferencas nas
estruturas reprodutivas, sendo maiores e mais floridas as inflorescéncias masculinas.
Sua estratégia de reproducdo € cruzada (alogamia/xenogamia), dependendo

basicamente de agentes bidticos para o transporte do polen (LENZI; ORTH, 2004).

Figura 3: Aspecto das flores (A), frutos (B) e Semente (C) de Schinus terebinthifolia. Barra = 1 cm.
(Fonte: Autor).
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Segundo Neves et al.,, (2016) em diversas areas de ocorréncia da espécie,
especialmente em regides onde ha empresas de beneficiamento dos frutos, a aroeira-
vermelha vem sofrendo extrativismo ndo sustentavel. Nao ha manejo sustentado de
coleta dos frutos e a maioria dos coletores chega a derrubar as arvores para reduzir e
agilizar o trabalho de coleta. A atividade, normalmente, é efetuada em propriedades
privadas, pouco fiscalizadas e que, provavelmente, serdo convertidas em cultivos ou
pastagens em curto prazo. Sabe-se que estes fatores contribuem para o aumento
crescente de areas degradadas, paisagens fragmentadas e, consequentemente, pela
reducdo da biodiversidade e pelo aumento do risco de extingdo de espécies
(KAGEYAMA; GANDARA, 2005).

Por isso, segundo Silva-Mann et al. (2013), a recuperacdo ambiental
empregando essa espécie assume grande importancia, necessitando que seja
possivel gerar informagdes de como armazenar adequadamente sementes, mantendo
bancos de germoplasmas e assegurando a manutencdo de populagbes
geneticamente diversas, bem como conhecer formas de obter sementes de boa
qualidade para uso, tanto na producdo de mudas para plantios com finalidade
comerciais, qguanto na recuperacdo ou restauracao de areas degradadas.

Os plantios comerciais da espécie estdo localizados em areas de baixada
litordnea (restingas), elevacdes de tabuleiros costeiros e em éareas de cultivo
experimental (NEVES et al., 2016). A grande incidéncia da aroeira-vermelha em areas
de restinga antropizadas, margens de rios e terrenos aluviais esta associada a sua
eficiéncia como espécie pioneira, adaptando-se muito bem as condi¢des indspitas
locais, suportando inundacgdes, encharcamento do solo, além de locais com restricées
hidricas e com baixas temperaturas (DURIGAN et al., 2002; RORATO et al., 2018). A
espécie também mostrou ser eficaz no processo de recuperacdo de matas ciliares,
por meio da semeadura direta, apresentando maior crescimento relativo, tanto em
altura como em diametro do colo (FERREIRA et al., 2009).

Essas caracteristicas favorecem e aumentam as chances de cultivo de S.
terebinthifolia em diferentes regides brasileiras, tanto para exploracdo sustentavel
guanto para recomposicdo e recuperacdo de matas ciliares e areas degradadas
(SOUZA, 2001; JOSE; DAVIDE; OLIVEIRA, 2005). E comum essas A&reas
apresentarem altas temperaturas, déficit hidrico e alta concentracdo de sais, sendo
importante para sua recomposicao 0 uso de espécies tolerantes a estas condigdes.

Nesse sentido, a informacéo sobre o comportamento e a capacidade germinativa das
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sementes de espécies nativas crescendo em diferentes niveis de estresse é de sumo
interesse para otimizar a sua producéo (LARCHER, 2006).

Devido a demanda de programas de recomposi¢cao da vegetacao e recuperacao
de areas degradadas, especialmente as ciliares, ha uma necessidade de se produzir
mudas e sementes de boa qualidade de espécies florestais em menor tempo e em
condicbes acessiveis, devendo-se priorizar espécies nativas regionais, supostamente
mais adaptadas as condicOes edafoclimaticas locais e que, desse modo, facilitariam
o restabelecimento da vegetacao e de suas relagbes com o ambiente (CARRASCO;
CASTANHEIRA, 2004; JESUS; ROLIM, 2005).

O plantio de mudas é o método mais utilizado para recuperagcao dessas areas,
no entanto, o uso da semeadura direta também é recomendado quando se trata de
espécies pioneiras, como é o caso de S. terebinthifolia (FERREIRA et al., 2009;
FERREIRA; SANTOS, 2012). Em virtude dos diversos usos da espécie S.
terebinthifolia apresentados, observa-se a necessidade de otimizacdo dos processos
de obtencdo de sementes com boa qualidade fisica e fisioldgica para producédo de

mudas e semeadura direta.

3.2. Qualidade fisiol6gica de sementes

As sementes sd0 essenciais para a conservacdo dos recursos genéticos. A
producdo de sementes florestais para fins silviculturais ou de conservacao envolve
desde as atividades de selecdo de areas, material genético e matrizes, até a coleta,
beneficiamento, secagem, armazenamento e controle de qualidade do lote de
sementes (PINA-RODRIGUES et al., 2007). A maturidade fisiolégica é a fase em que
€ interrompida a transferéncia de nutrientes e fotoassimildaos da planta para as
sementes. Durante o processo, ocorrem alteracdes morfologicas, fisicas, fisiologicas
e bioquimicas nas sementes, entre elas, alteracdes no teor de agua e de 0leo,
conteldo de matéria seca, germinacdo e vigor, que permitem a identificacdo do
momento ideal de colheita, obtendo assim um material com méaximo potencial
fisiolégico (CARVALHO; NAKAGAWA, 2012; MARCOS FILHO, 2015; BRITO et al.,
2015).

Em estudo conduzido na regido metropolitana de Curitiba-PR, Totti e Medeiros

(2006) mostraram que a coloracdo vermelho-escura dos frutos, que apresentavam
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sementes com grau de umidade de 30,5% e a presenca de aves se alimentando
destes frutos, foram indicadores do melhor momento de colheita para as sementes de
S. terebinthifolia. J& Vitéria et al., (2018), avaliando sementes de frutos obtidos na
regido de Conceigcao da Barra — ES, observaram os maiores valores de germinagao e
vigor em sementes que apresentavam 9,13% de grau de umidade, provenientes
também de frutos com coloracéo do epicarpo avermelhado.

Segundo definicdo da International Seed Testing Association (ISTA), o vigor das
sementes é a soma das propriedades que determinam o desempenho da germinacgéo
em uma ampla gama de ambientes (ISTA, 2015). Como parte dessa definicdo, eles
apontam que o vigor ndo € uma Unica propriedade mensuravel, mas um conceito
associado a aspectos do desempenho que incluem: taxa e uniformidade da
germinacao e crescimento, capacidade de emergéncia em condigcbes ambientais
desfavoraveis e desempenho apds o armazenamento. A Ultima destas caracteristicas
é conferida pela longevidade da semente, que é definida como sua capacidade de
permanecer viavel por longos periodos durante o armazenamento no estado seco de
repouso (FINCH-SAVAGE; BASSEL, 2015; ISTA, 2015).

O processo de deterioragdo que pode ocorrer durante a secagem e
armazenamento € determinado por uma série de alteraces fisiologicas, bioquimicas,
fisicas e citologicas, iniciando-se a partir da maturidade fisiologica, em ritmo
progressivo, e culminando com a morte da semente (MARCOS FILHO, 2015). Por
isso, a qualidade e a viabilidade das sementes durante 0s processos de
armazenamento dependem principalmente do estado inicial das mesmas e das
condi¢cBes nas quais sdo armazenadas (CHHABRA; SINGH, 2019).

Medeiros e Zanon (1998) avaliando diferentes condices de armazenamento
para conservacao de sementes de aroeira-vermelha obtiveram maiores valores de
germinacao quando estas foram conservadas em camara seca, com temperatura de
14 °C + 1°C e embalagem de papel Kraft, condi¢cao na qual a germinacao foi em torno
de 65% apods 360 dias. Em outro estudo, realizado por Silva-Mann et al., (2013), o
armazenamento durante 24 meses afetou a qualidade fisiolégica de sementes de
aroeira-vermelha, acondicionadas em embalagens plasticas e em camara fria a
temperatura de 6°C = 2 e umidade relativa (UR) do ar de 60 a 65%, interferindo
negativamente na longevidade natural, de forma mais acentuada ap6s os 16 meses

de armazenamento.
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O armazenamento em baixas temperaturas (10 °C) foi essencial para a
manutencdo da qualidade fisiologica e a longevidade das sementes de aroeira-
vermelha coletadas no municipio de Conceicdo da Barra — ES e armazenadas pelo
periodo de quatro meses em recipientes de vidro vedados com tampa emborrachada
(OLIVEIRA et al., 2018). Neste mesmo trabalho, os autores ressaltaram a importancia
de mais estudos com as sementes de aroeira, testando principalmente tipos de
embalagens e maior periodo de armazenamento.

Ja4 em estudos realizados para avaliar a influéncia da umidade relativa no
armazenamento, foi observado que as sementes de S. terebinthifolia conservaram o
vigor por 12 meses, quando mantidas em umidade relativa de 33 e 55%, no entanto,
na umidade relativa de 93% ocorreu deterioracdo das sementes logo aos dois meses
(RIBEIRO et al., 2018). Esses autores ndo verificaram relacdo entre a perda de
qualidade fisiol6gica das sementes com a peroxidacao de lipidios ou a permeabilidade
de membrana, no entanto, observaram o0 aumento nas atividades das enzimas
antioxidantes superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e ascorbato peroxidase
(APX) apenas quando as sementes foram conservadas na umidade relativa (UR) de
93%.

3.3. Estresse hidrico durante a germinacdo e osmocondicionamento

A germinagdo de sementes é um dos estadios mais importantes do ciclo de vida
das plantas, sendo caracterizada pela retomada das atividades anabdlicas e
catabdlicas, incluindo o aumento da respiracéo, sintese de proteinas e mobilizacéo
das reservas apds a absorcéo da agua. E um processo composto por trés fases, que
consistem na embebicdo (Fase I), reativacdo dos processos metabolicos, e
crescimento do embrido por meio de expansédo e/ou divisdes celulares (Fase ll),
culminando com um aumento na absorcdo de agua a medida que o eixo embrionério
se alonga, seguido pela protruséo radicular (Fase-Ill) e conclusao da germinacgao (DE
CASTRO; HILHORST, 2004; BEWLEY et al., 2013;).
A compreencdo das respostas abioticas ao estresse € considerada um dos
topicos mais importantes da biologia de plantas (HIRAYAMA; SHINOZAKI, 2010).
Diversos estudos tentaram demonstrar o comportamento da espécie S. terebinthifolia

em situacfes de estresses abioticos. Kuki, Oliva e Costa (2009) mostraram que o
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indice de tolerancia radicular e o crescimento inicial de S. terebinthifolia n&o foram
afetados pela poeira e acidez do ferro liberados por industrias de minério de ferro,
revelando a resisténcia da espécie a esses poluentes. As mudas de aroeira-vermelha
também foram resistentes ao solo contaminado por 6leo diesel, mostrando seu
potencial como espécie fitorremediadora (BONA et al., 2011).

Ja Silva E. et al., (2017), mostraram que o chumbo (Pb) presente em baixas
concentracfes causa efeitos toxicos que afetam o percentual e a velocidade de
germinacao de sementes de S. terebinthifolia, porém apesar desses efeitos, eles ndo
se elevaram quando as sementes foram expostas a concentracdes maiores de Pb,
mostrando que a espécie possui tolerancia ou adaptacdo fisiolégica a este
contaminante.

Ja foi demonstrado que o estresse hidrico reduz significativamente a taxa
fotossintética, a transpiracdo, a condutancia estomética, a eficiéncia de carboxilacédo
da rubisco e os teores de clorofila de plantas de S. terebinthifolia (NUNES et al., 2017).
No entanto, a restricdo hidrica pode ser utilizada como técnica de embebicéo
controlada nas sementes, servindo como tratamento pré-semeadura. Os beneficios
da pré-embebicdo de sementes antes da semeadura foram descobertos desde
tempos antigos, e desde a década de 1960 é aplicada pelas industrias de sementes
como alternativa para proporcionar maior e melhor germinacédo, além da emergéncia
de plantulas mais rapida e uniforme no campo (PAPARELLA et al., 2015).

Entre os métodos principais de pré-embebicdo de sementes destacam-se: i) com
agua (hidropriming); ii) matrizes solidas (areia, turfa, vermiculita, algodao) hidratadas
ou embebidas em solucdes iii) solucbes osmaoticas ou osmocondicionamento com
cloreto de sodio (NaCl), nitrato de potassio (KNOs3), sulfato de magnésio (MgSOa),
cloreto de magnésio (MgClz), fosfato de potassio (KH2POs4), sulfato de manganés
(MnSO4), manitol, glicerol e polietilenoglicol (PEG); iv) hormopriming com &cido
abscisico, giberelina, auxinas, poliaminas, entre outros; e v) biopriming com bactérias
(Pseudomonas fluorescens) e rizobactérias (DI GIROLAMO; BARBANTI, 2012;
MARCOS FILHO, 2015; LUTSS et al., 2016).

Dentre esses tratamentos utilizados, o0 osmocondicionamento, condicionamento
osmatico ou priming, € uma técnica proposta inicialmente por Heydecker, Higgins e
Gulliver (1973), que consiste na embebicdo das sementes em solugcbes de baixo
potencial osmotico, por determinado periodo, de modo que as mesmas iniciem a

embebicdo, porém paralisem 0 processo assim que entrem em equilibrio com o
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potencial osmaético da solucdo (Figura 4). Isso faz com que ocorram 0S processos
iniciais da germinacédo, mas nao haja expansao e divisdes celulares o suficiente para
gue ocorra a protrusao da radicula embrionaria, ou seja, sem que a germinacao seja
concluida (HEYDECKER; HIGGINS; GULLIVER, 1973; DE CASTRO; HILHORST,
2004; MARCOS FILHO, 2015). Com isso, é possivel realizar a semeadura logo apés
0 processo, ou, realizar a secagem, armazenamento e posterior comercializacao da
semente. Este processo favorece a germinagcao mais rapida e uniforme, culminando
com melhor desempenho em campo sob condi¢cdes adversas, além de possibilitar
melhoria ou recuperacdo de lotes de sementes com baixa qualidade fisiol6gica
(CARVALHO; NAKAGAWA, 2012; ZHANG et al., 2015). Para Marcos Filho (2015) o
controle da embebicdo via osmocondicionamento permite que as sementes menos
vigorosas tenham tempo suficiente para reparacdo e reorganizacdo de suas
membranas e alcancem um estadio de atividade metabdlica semelhante as sementes

mais vigorosas.
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Figura 4. Curva de embebicdo de sementes e as fases da germinacdo com priming e sem priming.

(Fonte: Modificado a partir de: Lutts et al., 2016).

O polietilenoglicol, férmula geral HOCH2(OCH2CH2)nOH, é o0 agente osmatico
mais utilizado para simular restricdo hidrica e osmocondicionamento. Esse composto

€ guimicamente inerte e atdxico para as sementes, possui molécula de alto peso
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molecular, e assim € capaz de simular condi¢des de restricdo hidrica sem penetrar no
tegumento das sementes (VILLELA; BECKERT, 2001; DI GIROLAMO; BARBANTI,
2012; MARCOS FILHO, 2015). Diversos dados publicados na literatura relatam uma
melhora na taxa, velocidade e uniformidade da germinagdo, além de um melhor
comportamento das mudas obtidas em termos de crescimento e resisténcia ao
estresse em diferentes espécies vegetais. No geral, a utilizacdo desta técnica em
diferentes espécies sob condi¢cdes variadas mostrou aumento médio de 11% em
porcentagem de germinacdo e 36% menor tempo médio de germinacdo (CHEN;
ARORA, 2011; ZHANG et al., 2015; SOUZA et al., 2016; DI GIROLAMO; BARBANTI,
2012).

A técnica de osmocondicionamento pode promover diversas alteracdes
bioquimicas nas sementes. Os resultados favoraveis podem estar relacionados a um
conjunto de adaptacbes metabdlicas como estimulo a sintese de enzimas
antioxidantes, novos RNA, proteinas e outras macromoléculas (WAHID et al., 2008;
CHEN; ARORA, 2011; KIMBINZA et al., 2011; TANOU; FOTOPOULOS;
MOLASSIOTIS, 2012; GAMIR; BEL; FLORS, 2014). Sabe-se que o priming aumenta
a relagdo giberelinas (GA) / acido abscisico (ABA), além de iniciar o reparo e
reativacdo de mitocondrias preexistentes e iniciar a biogénese de novas,
proporcionando um nivel mais alto de energia em um curto periodo de tempo para
garantir a germinacao final (SUNG et al., 2008; SUN et al., 2011; NASCIMENTO et
al., 2013).

O efeito do osmocondicionamento depende de muitos fatores, dentre eles: o
tempo e temperatura do pré-tratamento, aeracdo do meio, estado de deterioracédo das
sementes, tamanho, velocidade de absor¢cdo de agua (associada ao potencial
matricial das sementes e ao potencial osmético do meio em que as sementes
absorvem &gua), aplicacdo de elementos nutritivos, grau de hidratagédo alcancado e a
secagem apos o tratamento (VARIER; VARI; DADLANI, 2010). Os resultados
positivos do osmocondicionamento, sobretudo para culturas agricolas, reafirmam seu
grande potencial para melhorar o processo germinativo e o vigor das sementes e
mudas. Porém, apesar dos estudos ja realizados, ainda ha poucas informacdes a
respeito desta técnica em sementes de espécies florestais nativas.

Sobre estas espécies, sabe-se que normalmente apresentam desuniformidade
de germinacdo, o que pode ser superado pelo osmocondicionamento, pois esta

técnica esta relacionada a sincronizagcdo da germinacdo e obtencdo de mudas
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vigorosas em menor periodo de tempo (SANTOS, 2008). Por isso, sd0 necessarias
informacdes sobre a utilizacdo de métodos que aumentem o poder germinativo dessas
sementes, de modo a contribuir com programas de reflorestamento de areas
degradadas ou de recomposicao de matas nativas.

Como exemplo de estudos com espécies florestais nativas, o
osmocondicionamento potencializou a germinacdo de sementes de Platymiscium
pubescens Micheli (tamboril-da-mata; BORGES et al., 2002) e Peltophorum dubium
(canafistula; MISSIO et al., 2018), além de aumentar o potencial de germinacdo em
condicbes de estresse em Triplaris americana (pau-formiga; MENDONCA et al.,
2005). No entanto, nem sempre estudos realizados com a técnica de
osmocondicionamento em espécies florestais nativas apresentam resultados
satisfatorios. Por exemplo, em sementes de carobinha - Jacaranda decurrens subsp.
symmetrifoliolata o0 osmocondicionamento por 24 horas causou reducédo na qualidade
das sementes e vigor das plantulas (KISSMANN et al., 2011).

Ja em sementes de aroeira-do-sertdo (Myracrodruon urundeuva fr. Allemao), o
tratamento com PEG 6000, por 4 dias, com posterior secagem das sementes, reduziu
a germinabilidade e o teor de clorofilas “a” e “b” em suas folhas, apesar de promover
melhor uniformidade e aumento na area foliar (CARDOSO et al., 2012). Com relacao
a espécie S. terebinthifolia, ainda € necessario a busca de informacdes sobre os
mecanismos fisiolégicos e bioquimicos que ocorrem durante o inicio do processo de
embebicdo com restricdo hidrica, além de efeitos do osmocondicionamento de
sementes, para ajudar a usar essa tecnologia simples e barata de maneira mais

eficiente.

3.4. Estresse oxidativo e espécies reativas de oxigénio (ERO)

As plantas sdo susceptiveis a diversos tipos de estresses ao longo de sua vida,
e por serem organismos seésseis, elas desenvolveram sofisticadas adaptacdes
morfologicas, bioquimicas e fisioldgicas para sobreviver aos efeitos prejudiciais do
meio ambiente (HIRAYAMA; SHINOZAKI, 2010). Uma caracteristica comum das
respostas das plantas em relacdo a todos esses estresses € a producdo das
chamadas espécies reativas de oxigénio (ERO) em diferentes compartimentos
celulares (JASPERS; KANGASJARVI, 2010; PETROQV et al., 2015).
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A producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) como oxigénio singleto
(102), superéxido (0O2™), peréxido de hidrogénio (H202) e radicais hidroxila (HO") sdo
componentes de diversas vias de sinalizacdo da célula, sendo produzidas
continuamente como subprodutos das reagbes de oxidacdo-reducdo em niveis
menores em organelas tais como: cloroplastos, mitocondrias e peroxissomos durante
o desenvolvimento vegetal, bem como uma resposta da planta a estresses bioticos e
abidticos (APEL; HIRT, 2004). Em tecidos fotossintéticos, os cloroplastos e
peroxissomos sdo a principal fonte de geracdo de ERO. Ja em células néo
fotossintéticas, as mitocdndrias sdo os principais produtores, com cerca de 1 a 5% do
consumo de O:2 resultando na producdo de ERO (MOLLER; JENSEN; HANSSON,
2007).

Em cloroplastos, os fotossistemas | e Il (PSI e PSII) sdo os principais sitios para
a producéo de oxigénio singleto (*O2) e radical superdxido (O2). Ja nas mitocondrias,
o complexo | e Il de cadeia de transporte de elétrons (ETC) séo os principais locais
para a geracdo de radical superoxido (O2"). Em condi¢cbes de estresse ocorre o
aumento na taxa de producdo destas espécies, causando danos oxidativos em
proteinas, lipideos e acidos nucléicos. Nessa condi¢éo, caso 0S mecanismos de
eliminacdo ndo sejam o suficiente para reestabelecer o equilibrio (Figura 5), a célula
sofre danos oxidativos por mais tempo podendo sofrer lesées teciduais mais graves e
morte da planta (GILL; TUTEJA, 2010).

i

Equilibrio
@ Antioxidante = ERO a

Estresse oxidativo
(excesso de ERO)

Antioxidante

Oxidante

Figura 5: Balango entre antioxidante e
espécies reativas de oxigénio — ERO.
(Fonte: Modificado a partir de Gill e Tujela,
2010).
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A resposta da planta e seus componentes a ERO depende do tipo produzido,
bem como da sua concentracédo, local de producéo e interagcdo com outras moléculas.
Outros fatores que influenciam séo o estagio de desenvolvimento e o historico da
célula vegetal a exposicdes anteriores a outros estresses (GECHEYV et al., 2006). No
caso das sementes, as ERO s&o produzidas continuamente durante todo seu
desenvolvimento, da embriogénese a germinacdo, e também durante o seu
armazenamento. No entanto, é provavel que ocorra acumulo descontrolado durante o
envelhecimento ou a dessecacao de sementes, levando a danos oxidativos em uma
ampla gama de biomoléculas e, finalmente, a necrose e morte celular (BAILLY;
BOUTEAU; CORBINEAU, 2008).

Além disso, durante o0 armazenamento, as sementes passam por um processo
de deteriorioracdo gradual e constante que depende do ambiente de conservacao
(temperatura, umidade e disponibilidade de oxigénio) tipo de embalagem e
caracteristicas da espécie. O processo deteriorativo durante o armazenamento esta
associado a producdo de ERO, bem como a ativacdo de mecanismos enzimaticos e
nao enzimaticos responsaveis pela remocéo de radicais livres (PETROV et al., 2015).

Os eventos bioquimicos e celulares desencadeados pela absorcao e perda de
agua pelas sementes também sdo acompanhados por uma geracao de ERO (BAILLY;
BOUTEAU; CORBINEAU, 2008; WOJTYLA et al., 2016). Nesse contexto, 0 processo
de restricdo hidrica durante a embebi¢do ou 0 osmocondicionamento pode levar a
producdo e ativacdo de ERO e do sistema antioxidante (KUBALA et al., 2015).

Dentre as ERO, o radical superoxido (O2™) é caracterizado por possuir vida curta
e por ndo atravessar biomembranas, podendo também ser desmutado em peroéxido
de hidrogénio (H202). O H202 é moderadamente reativo com uma meia-vida
relativamente longa e cujo pequeno tamanho permite-lhe atravessar membranas
celulares e migrar em compartimentos diferentes. Além disso, pode inativar enzimas
e percorrer livremente através das membranas, atuando também como um
mensageiro na resposta de sinalizacao de estresse e indugao de morte programada
em células (MOLLER; JENSEN; HANSSON, 2007; PETROV et al., 2015). O H20:2
também pode levar a produgédo de OH" (radical hidroxila), o oxidante mais reativo da
familia das ERO e considerado um dos radicais de iniciacdo da peroxidagéo lipidica
(KARUPPANAPANDIAN et al., 2011).

Os éacidos graxos poliinsaturados (AGPI), acido linoléico (18:2) e acido linolénico

(18:3) sdo os principais acidos graxos presentes nas membranas das células. A
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extensa peroxidacdo dos AGPI, provocada pelo ataque de 'Oz e HO*, diminui a fluidez
e aumenta o vazamento de eletrolitos através da membrana. Esse processo também
causa danos secundarios as suas proteinas e origina misturas complexas de
hidroperoxidos lipidicos e aldeidos, entre eles o malondialdeido (MDA, Figura 6), que
pode ser utilizado como indicador do estresse oxidativo celular (MOLLER; JENSEN,;
HANSSON, 2007).

H.C ERO o

O\ ==\ =\ — _0
CH)C00H A

acido linolénico malondialdeido

Figura 6. Oxidacao de 4cido graxo poliinsaturado (4cido linolénico) e formagédo
da molécula de malondealdeido (MDA). (Fonte: Modificado a partir de Gill e
Tujela, 2010).

3.5. Enzimas Antioxidades: importancia e funcéao

Diante da maior producdo de espécies reativas de oxigénio - ERO e
considerando-se 0s prejuizos causados pelas mesmas, as plantas possuem
mecanismos de defesa antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos que podem
prevenir acumulo de ERO e o estresse oxidativo extremo. Dentre os antioxidantes
enzimaticos destacam-se: superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa
peroxidase (GPX), ascorbato peroxidase (APX), monodeidroascorbato redutase
(MDHAR), dehidroascorbato redutase (DHAR), glutationa redutase (GR) guaiacol
peroxidase, peroxidase e glutationa-S-transferase (Figura 7). J&4 os antioxidantes nao
enzimaticos incluem acido ascorbico (AA), glutationa (GSH), tocoferéis e compostos
fendlicos (APEL; HIRT, 2004; KARUPPANAPANDIAN et al., 2011).
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Figura 7. Principais mecanismos de defesa antioxidante enzimatico em
plantas. (Fonte: Adaptado de Grol3 et al., 2013). SOD=superdxido
dismutase, CAT=catalase, APX=ascorbato peroxidase, GR = glutationa
redutase, GSSG = glutationa oxidada, GSH = Glutationa reduzida, DHAR
= dehidroascorbato redutase, MDHAR = monodehidroascorbato redutase,
MDHA = monodehidroascorbato, AsA = Ascorbato, DHAR =

Dehidroascorbato redutase.

A avaliagdo de enzimas antioxidantes ou removedores de espécies reativas de
oxigénio, como SOD, CAT e APX (Tabela 1), também sdo importantes para
caracterizacdo de lotes com diferentes niveis de deterioracdo e como marcadores
moleculares do potencial fisiologico das sementes (HEBERLE, 2012). Ja foi
demonstrado que alteracdes de enzimas antioxidantes, como a SOD, podem ser
utilizadas como potenciais marcadores bioquimicos para avaliacdo da qualidade de
sementes de R. communis durante o armazenamento e envelhecimento (JESUS,
2016). Ja em sementes de milho tratadas com inseticidas, as enzimas a-amilase,
superéxido dismutase, catalase e alcool desidrogenase foram indicadas como
marcadores da qualidade (OLIVEIRA, T., et al., 2020). No mesmo trabalho, os autores
demostraram que enzimas a-amilase, superoxido dismutase e catalase tiveram menor

expressao aos nove meses de armazenamento.
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Tabela 1. Cédigos enzimaticos, localizacdo subcelular e reacdes catalisadas pelas enzimas superéxido

dismutase, catalase e ascorbato peroxidase. (Fonte: modificado de Gill e Tuteja, 2010).

Antioxidante enzimatico Coédigo da enzima  Localizagéo* Reacédo Catalisada
Superéxido dismutase EC1.15.1.1 clor., per., cit., mit. O2 + O + 2H* — 2 H202 + O2
Catalase EC1.11.1.6 per., gliox., mit., cit.; clor. H202 — H20 + % O2
Ascorbato Peroxidase EC1.11.1.11 mit., tilac., gliox., clor. cit. H202 + AA — 2 H20 + DHA

*Clor. = cloroplasto; per. = peroxissomo; mit. = mitocéndria; gliox. = glioxissomo; cit. = citosol; tilac. =
tilacoide.

Diversos estudos mostram que o0 processo de embebicdo em condi¢cbes de
restricdo hidrica pode induzir a ativacdo do sistema antioxidativo de sementes de
diferentes culturas (KUBALA et al., 2015; NOUMAN et al., 2014; ISLAM et al., 2015).
Kubala, Wojtyla e Garnczarska (2013) e Zhang et al., (2015) mostraram,
respectivamente, aumento da taxa de expressdo dos genes APX, SOD e CAT em
sementes de Brassica napus e plantulas de sorgo (Sorghum bicolor). J& em sementes
de espinafre (Spinacia oleracea) e arroz (Oryza sativa), a pré-embebicdo com
polietilenoglicol (PEG) promoveu ativagdo da enzima APX acompanhada pela
repressao da atividade de SOD e CAT (CHEN; ARORA, 2011; SALAH, 2015). Souza
et al., (2016), verificaram que a melhora na germinacdo de sementes de Physalis
angulata, bem como toleréncia ao sal estdo correlacionadas com o aumento da
expressao dos genes APX (ascorbato peroxidase) em sementes, e dos genes GST
(glutationa S-transferase), SOS1 (via hipersensivel aos sais) e TXN (tioredoxina) em
mudas.

Ja foi demonstrado que diferentes condi¢cdes de estresse, como tratamento com
doses de Fe e o déficit hidrico por suspenséo da irrigacdo, aumentaram as atividades
de SOD, CAT, POX e APX em mudas de S. terebinthifolia (NUNES et al., 2017;
DOBBSS; SANTOS; PITTARELLO, 2018). Porém, ainda sdo necessarias informacdes
sobre a ativagdo dos mecanismos de defesa antioxidante, principalmente durante os

processos iniciais da germinagao.

3.5.1. Superéxido dismutase

A superéxido dismutase (SOD) é uma metaloenzima do sistema antioxidante
enzimatico intracelular, eficaz e presente em todos os organismos aerdbicos e

componentes subcelulares suscetiveis ao estresse oxidativo. A SOD catalisa a
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dismutacdo de radicais superoxido (O2"; tempo de vida curto) em peroxido de
hidrogénio (H202; ERO mais estavel), atuando como primeira linha de defesa contra
as ERO produzidas em resposta ao estresse abiético (CHEN; ZHANG; SHEN, 2010;
GILL et al., 2015).

A metaloenzima SOD é o antioxidante enzimatico intracelular mais eficaz
presente em todos os compartimentos subcelulares propensos a oxidacdo mediada
por ERO em organismos aerobicos. Esta enzima é classificada pelos seus cofatores
de metal, em trés tipos: cobre/ zinco (Cu/Zn-SOD), manganés (Mn- SOD) e ferro (Fe-
SOD). Todas as formas de SOD sé&o nuclearmente codificadas e direcionadas a seus
respectivos compartimentos subcelulares (GILL; TUTEJA, 2010). Segundo Arora e
Bhatlas (2015), a Cu/Zn-SOD esta localizada principalmente nos cloroplastos,
peroxissomos e citosol das células eucaridticas, Mn-SOD esta presente nas
mitocéndrias de células eucaritticas e citoplasma de células procaritticas, e a Fe-

SOD ocorre principalmente nos procariotos e cloroplastos de plantas (Figura 8).

Genes
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Figura 8. Localizag¢éo das diferentes isoformas de superdxido dismutase em

células vegetais. (Fonte: Adaptado de Gill et al., 2015).

As isoformas de SOD ja foram detectadas em raizes, folhas, frutos e sementes
de muitas espécies vegetais sob varias condi¢cdes de estresse abiotico, como seca,
salinidade, temperatura extrema e presenca de metais pesados, sugerindo que
diferentes mecanismos possam estar envolvidos no reparo de varias lesbes por
estresse oxidativo (GIANNOPOLITIS; RIES, 1977, KARUPPANAPANDIAN et al.,
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2011; ASENSIO et al., 2012; GILL et al., 2015). As familias de genes SOD sao
descritas para algumas plantas como Arabidopsis thaliana (7 genes; KLIEBENSTEIN;
MONDE; LAST, 1998), arroz (8 genes; NATH et al., 2014), sorgo (8 genes; FILIZ;
TOMBULOGLU, 2015), tomate (9 genes; FENG et al., 2016) e mamona (8 genes;
GOMES NETO et al., 2018).

3.5.2. Catalase

A catalase (CAT) foi a primeira enzima antioxidante documentada e aparece em
todos os procariontes e eucariontes. As diferentes formas atuam na conversao de
peroxido de hidrogénio (H202) em &gua e oxigénio, evitando que as células sofram
danos oxidativos. O H202 é formado durante reagbes como dismutagdo de O2" por
atividade de superoxido dismutase (SOD), fotorrespiragédo, B-oxidacdo de acidos
graxos, decomposicdo induzida por protons de O2* e defesa contra patdégenos. As
catalases estdo presentes nos principais sitios de producdo de H202, como
peroxissomos, glioxissomos, mitocondrias, citosol e cloroplastos (SHARMA; AHMAD,
2014). De acordo com uma classificacdo sugerida por Willekens et al., (1995) séo
encontrados trés tipos de catalases, Classe |, Classe Il e Classe lll, sendo estas
especificamente expressas em tecidos fotossintéticos, vasculares e reprodutivos,
respectivamente.

Esta enzima possui uma estrutura tetramérica em forma de haltere com quatro
subunidades de monémero idénticas de 220.000 a 350.000 kD e é um removedor
eficiente de ERO, por ter uma das maiores taxas de rotatividade entre todas as
enzimas antioxidantes. O grupo prostético heme é o componente chave para a
atividade enzimatica. O grupo heme de cada unidade monomérica consiste em um
atomo de ferro central ligado a um anel de protoporfirina (Figura 9). Foi relatado que
uma molécula de catalase pode converter 6 milhdes de moléculas de H202 em H20 e
O2 por minuto (GILL; TUTEJA 2010; SHARMA; AHMAD, 2014).
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HEME B)

Figura 9. A) Estrutura tridimensional da Catalase. B) Grupo heme unico de
catalase. (Fonte: Adaptado de Sharma e Ahmad, 2014).

A presenca de multiplas isoenzimas da catalase sugere sua versatilidade
estrutural e funcional em uma variedade de espécies vegetais, sendo a expressao dos
genes sujeita a varios fatores ambientais exégenos (SHARMA; AHMAD, 2014). O
aumento da atividade da CAT é considerado um traco adaptativo, que possivelmente
ajuda a superar os danos no metabolismo dos tecidos, reduzindo os niveis toxicos de
H202 (KARUPPANAPANDIAN et al., 2011).

3.5.3. Ascorbato peroxidase:

Ascorbato peroxidase (APX) pode desempenhar o papel mais importante na
remocdo de ERO, protegendo as células de plantas superiores, algas e outros
organismos. A APX esta envolvida na decomposicdo de H202 em H20 no ciclo
ascorbato-glutationa (ASA-GSH), utilizando o ascorbato como substrato e catalisando
elétrons para H202, produzindo dehidroascorbato (DHA) e agua (Figura 10). O ciclo
ASA-GSH é um caminho eficiente para as ceélulas vegetais eliminarem o H202 em
certos compartimentos celulares, onde esse metabdlito € produzido e a enzima
catalase ndo esta presente. A familia APX esta presente nas mitocondrias, tilacoides,
glioxissomos, cloroplastos e citosol (GILL; TUTEJA 2010; HASANUZZAMAN et al.,
2012). As isoenzimas variam em uma faixa de massa molecular entre 27 e 40 kDa

(ASADA, 1992).
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Figura 10: A) Representagdo da estrutura geral do complexo APX-Ascorbato. B) Ciclo da

ascorbato-glutationa. (Fonte: Modificado a partir de Sharp et al., 2003).

A APX tem uma afinidade maior para H202 do que CAT, por isso, pode ter papel
crucial no gerenciamento de ERO durante o estresse (GILL; TUTEJA, 2010). A
expressdo de APX em plantas foi demonstrada durante diferentes condicGes
estressantes, como resisténcia ao déficit hidrico e estresse salino, por exemplo, em
cloroplastos de Nicotiana tabacum (BADAWI et al.,, 2004), em Phaseolus vulgaris
(EYIDOGAN; OZ, 2005) e em espécies de citros (HOSSAIN et al., 2009).
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4, CAPITULO I: ESTADIO DE MATURACAO, SECAGEM E
ARMAZENAMENTO DE SEMENTES DE Schinus terebinthifolia

4.1. INTRODUCAO

A espécie Schinus terebenthifolia (Anacardiaceae), conhecida popularmente
como aroeira-vermelha ou pimenta-rosa, possui caracteristicas que justificam seu uso
na arborizacdo urbana, na recuperacdo de areas degradadas e em programas de
reflorestamento (JOSE; DAVIDE; OLIVEIRA, 2005; FONSECA et al., 2017). Os seus
frutos de cor vermelha ou rosada, adocicados e aromaticos possuem propriedades
nutricionais e sdo presentes na cozinha do mundo inteiro, principalmente na culinaria
europeia, onde séo utilizados como condimento com o nome de “poivre-rose” (LENZI;
ORTH, 2004; OLIVEIRA et al., 2020). Na medicina, esta espécie mostra-se
promissora em estudos voltados a bioprospec¢do de compostos para tratamento de
doencas por demonstrar atividades antioxidantes, terapéuticas, antissépticas, anti-
inflamatoria, efeito cicatrizante, entre outros (ESTEVAO et al., 2015; FEUEREISEN et
al., 2017). Além disso, é rica em compostos bioativos e antioxidantes que podem ser
utilizados como fonte natural em industrias alimenticias e elaboracdo de outros
produtos de interesse comercial (ELSHARKAWY; EL-SAWY, 2015; TLILI et al., 2018).

Esta espécie possui uma grande plasticidade ecoldgica, ocupando diversos
ecossistemas. No entanto, em algumas regides, especialmente onde ha empresas de
beneficiamento dos seus frutos, a aroeira-vermelha vem sofrendo extrativismo nao
sustentavel em alta escala, praticado por agricultores e comunidades tradicionais
(LORENZI, 2008; NEVES et al., 2016). Por isso, sdo necessérias informacdes de
como obter sementes de boa qualidade fisiologica para trabalhos silviculturais, de
melhoramento e conservacdo genética, para a producdo de mudas destinadas a
plantios com finalidades comerciais, além de projetos para recuperagdo ou
restauracdo de areas degradadas (SILVA-MANN et al., 2013; SOUZA et al., 2013;
RIBERO-OLIVEIRA; RANAL, 2014). Essas informacdes vao desde a selecdo de areas
e material genético, marcagédo de arvores matrizes, coleta e beneficiamento até o
controle de qualidade de sementes durante o armazenamento (PINA-RODRIGUES et
al., 2007).

A maturacdo de sementes é caracterizada por diversas mudancas fisiologicas e

metabdlicas que ocorrem antes e durante a desidratacdo, como alteragdes no teor de

55



agua, lipideos e compostos de reserva, além de alteracdes na coloragéo do fruto e no
peso seco das sementes. Essas mudancas auxiliam na determinacdo do ponto de
maxima qualidade fisioldgica, sendo de suma importancia para a obtencdo de
sementes de boa qualidade (BRITO et al., 2015; HELL et al., 2019). Nesse sentido, a
caracterizacdo do estadio apropriado de maturidade para coleta de sementes no
momento adequado é de extrema importancia, especialmente para as culturas com
frutificag@o e maturagéo desuniformes, como em S. terebinthifolia. Além disso, devido
a sua ampla distribuicdo geogréfica, diversas varia¢cdes edafocliméticas, em escalas
espaciais e temporais, podem influenciar a qualidade de suas sementes. Outros
fatores, como a ndo domesticacdo da espécie, a coleta, a secagem, e o ambiente de
armazenamento também devem ser levados em consideracdo (WIELEWICKI et al.,
2006; SOUZA et al., 2013).

Durante a desidratag&o, ou dessecacao das sementes, ocorre diminui¢édo no teor
de agua celular, proporcionando equilibrio de umidade com o ambiente. Nesta fase,
existe a acao de protecédo e reparacdo de mecanismos, preservando a integridade de
compostos celulares, evitando danos irreversiveis as sementes (CASTRO;
BRADFORD; HILHORST, 2004; BEWLEY et al., 2013). No entanto, algumas
sementes precisam passar por um processo de secagem apoés a colheita, antes de
serem armazenadas. No caso das sementes de espécies florestais, normalmente
utiliza-se o método de secagem natural conduzida diretamente ao sol ou a sombra
(PEREIRA; SILVA, 2009).

Além da obtencdo de sementes de boa qualidade e dos cuidados no
beneficiamento, a manutencdo da qualidade ao longo do armazenamento, ou seja, a
sua longevidade, € também essencial para atender a demanda de viveiros, além da
conservagcao ex situ dos recursos genéticos vegetais e da biodiversidade (HAY;
PROBERT, 2013). No entanto, mesmo quando armazenadas com condi¢des ideais,
as sementes perdem sua viabilidade a medida que envelhecem, por um processo
denominado deterioragcdo ou envelhecimento da semente (EBONE; CAVERZAN,;
CHAVARRIA, 2019).

O processo de deterioracdo esta associado a producao de Espécies Reativas de
Oxigénio (ERO), que se acumulam com o envelhecimento das sementes durante o
armazenamento prolongado. O acumulo dessas ERO pode ser prejudicial para
germinacao, a depender do seu nivel de acumulacéo dentro das células embrionarias.

Entre os principais danos ocasionados no envelhecimento das sementes estdo a
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peroxidacado de lipideos da membrana, o aumento na perda de lixiviados da semente,
diminuicdo das taxas respiratorias e producdo de ATP, além de alteracbes nas
atividades de enzimas (ZHANG et al., 2021). Para diminuir esses efeitos, os vegetais
dispdem de mecanismos enzimaticos e ndo enzimaticos para remocdo do excesso
desses radicais livres (BAILLY; BOUTEAU; CORBINEAU, 2008; PETROV et al.,
2015). Por isso, a avaliacdo da atividade de enzimas antioxidantes, como superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e ascorbato peroxidase (APX), sdo importantes para
caracterizagdo de lotes e estudo do comportamento das sementes em diferentes
condicdes, além de serem potenciais marcadores moleculares da qualidade fisiol6gica
das sementes durante o armazenamento (ARALDI et al., 2016).

Diante desse contexto, o objetivo deste capitulo foi avaliar a qualidade de
sementes de Schinus terebinthifolia obtidas de frutos em diferentes estadios de
maturacdo e submetidas ou ndo a secagem ambiente, além da influéncia de duas

condi¢des de armazenamento na qualidade bioguimica e fisiol6gica das sementes.

4.2. MATERIAIS E METODOS

4.2.1. Obtencéo dos frutos e determinacéo do grau de umidade e massa seca

Os frutos de Schinus terebinthifolia utilizados no trabalho foram coletados em
maio de 2019, de aproximadamente 12 plantas matrizes, situadas a uma distancia de
aproximadamente 100 metros uma da outra, localizadas em uma area de restinga no
municipio de Camacari — BA (Catu de Abrantes; coordenadas: -12,86278, -38,26778).
A regido esté localizada a 11 m acima do nivel do mar, tem uma temperatura média
de 25.4 °C e pluviosidade média anual de 919 mm. A escolha das matrizes se deu em
funcdo da boa producdo de sementes e do bom aspecto fitossanitario (Figura 11).
Apds a coleta, os frutos foram encaminhados ao Laboratério de Bioquimica,
Biotecnologia e Bioprodutos - LBBB do Instituto de Ciéncias da Saude — ICS, da
Universidade Federal da Bahia (UFBA), Salvador, BA, onde foi desenvolvido o estudo.

Os frutos de S. terebinthifolia foram classificados em cinco estadios de
maturagdo a partir da coloragdo do exocarpo. As sementes foram extraidas,
selecionadas as intactas e separadas em cinco lotes correspondentes aos estadios

de maturagéo.
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Figura 11. A) Aspectos das arvores de Schinus terebinthifolia. B) Aspecto dos frutos. C) Identificacéo

geogréafica do local de coleta do material biolégico.

O grau de umidade foi determinado com base no peso fresco, sendo calculado
com base na avaliacao de 3 amostras com 100 sementes cada. Pata tal, as amostras
foram colocadas por 24 horas em estufa (Eletrolab — EL402/150) ajustada em 105 +
3°C. Apos este periodo foi realizado a pesagem final e o calculo do grau de umidade,
de acordo com a metodologia descrita nas Regras para Analises de Sementes - RAS
(BRASIL, 2009), sendo os resultados expressos em porcentagem.

O acumulo de massa seca foi avaliado através da pesagem dos tecidos das
sementes apos secagem em estufa a 105 + 3°C por 24 horas. Cada repeticéo foi
pesada separadamente em balanca analitica (0,0001 g), sendo os resultados

expressos em gramas.

4.2.2. Biometria e Peso de Mil Sementes

As analises morfométricas foram realizadas através de medi¢des dos frutos e
sementes nas diferentes fases do desenvolvimento. As medidas foram tomadas com
auxilio de paquimetro digital (Jomarca) com precisdo de 0,01 mm. Nos frutos foram
mensurados comprimento (distancia do pedunculo ao lado oposto) e largura (regiao
mediana). Nas sementes foram analisadas as seguintes dimensdes: comprimento

(medido da base até o apice), largura e a espessura (medida na linha mediana das
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sementes). Para tal, foram utilizadas quatro repeticoes de 25 unidades (frutos/
sementes), sendo os resultados expressos em milimetros.

Para obtencdo do peso fresco de mil sementes foram utilizadas oito repeticdes
de 100 sementes. Cada repeticado foi pesada separadamente em balanca analitica
com precisdo de 0,0001g e o célculo realizado conforme recomendagfes da RAS
(BRASIL, 2009).

4.2.3. Avaliacdao fisiolégica em funcdo do estadio de maturacéo e secagem

O estudo do comportamento fisiologico das sementes foi realizado em dois
momentos: no primeiro, as sementes dos cinco lotes separados por diferentes
estadios de maturacdo foram colocadas para germinar logo apds a extracao
(sementes frescas recém-colhidas). No segundo, as sementes permaneceram
secando em bancada de laboratorio (temperatura média 24°C) por cinco dias até a
estabilizacdo da umidade com o ambiente (sementes apds a secagem).

Para a conducao do teste de germinacgéo, as sementes foram desinfestadas em
solucéo contendo 1% de cloro ativo e Tween 20 (1 gota de Tween 20 para cada 100
mL de solucéo), sendo agitadas constantemente durante cinco minutos e em seguida
submetidas a quatro lavagens com agua destilada. Os testes foram montados em
caixa gerbox com papel “germitest” (10,5 cm x 10,5 cm), umedecido com agua
destilada, na proporcédo de trés vezes o peso do papel seco. As sementes foram
dispostas no papel e levadas ao germinador (Eletrolab, Mod. EL202) ajustado a
temperatura de 25°C, com fotoperiodo de 12 h. As avalia¢des foram feitas diariamente
por 21 dias (WIELEWICK et al., 2006; SHIBATA; PRADO; OLIVEIRA, 2019).

Os testes de germinacdo foram conduzidos em delineamento experimental
inteiramente casualizado em esquema fatorial 5x2, consistindo em cinco estagios de
maturacdo e sementes frescas e secas, utilizando-se quatro repeticdes de 25
sementes (Figura 12). Os parametros avaliados foram: porcentagem de germinacéo
(Gmax), tempo para 50% da germinacao total (Tso), uniformidade da germinacéo (Us41s)
e area abaixo da curva (AAC). Os resultados obtidos no teste de germinacao foram

analisados no programa estatistico “Germinator” (JOOSEN et al., 2010).
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sementes frescas (1) sementes secas (2)
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(5 estadios maturagao) 25°C/12h luz 25°C/12h luz
21d 21d

Figura 12: Representagdo esquematica da avaliagéo fisiolégica em fungéo do estadio de maturacéo e

secagem.

A analise biométrica das plantulas normais foi realizada no 21° dia de
germinacao utilizando paquimetro digital (Jomarca), sendo os resultados expressos
em mm. Para determinacdo da massa seca das plantulas normais, estas foram
separadas em raiz e parte aérea e acondicionadas em sacos de papel e levadas para
a estufa (Eletrolab — EL402/150) a 70°C por 72 horas. ApGs este periodo, as plantulas
permaneceram em dessecador por 20 minutos para esfriar, em seguida realizou-se a
pesagem em balanca analitica (Shinadzu, AUW220D), para determinar a massa seca

da raiz e parte aérea das plantulas.

4.2.4. AvaliacOes fisioldgicas durante o armazenamento

Para avaliacdo das alteracbes fisioldgicas e bioguimicas durante o
armazenamento, foram separados dois lotes de sementes extraidas de frutos
vermelhos, sendo um lote armazenado em temperatura ambiente de laboratério (24
°C +2,8 / UR = 11% £2,7) e outro em ambiente refrigerado (5°C £ 1,9/ UR 9% £2,1).
Os lotes foram armazenados em embalagens de papel Kraft e acondicionados em
caixas plasticas, com silica gel para manutencdo da umidade.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, sob
arranjo fatorial (2x5) correspondendo respectivamente as duas condi¢cdes de
armazenamento (temperatura ambiente e ambiente refrigerado) e aos cinco periodos
de armazenamento (0, 3, 6, 9 e 15 meses). Foram avaliados o grau de umidade,
porcentagem de germinagdo (Gmax), tempo para 50% da germinagéo total (Tso),
uniformidade da germinagédo (Usais), area abaixo da curva (AAC), com auxilio do
programa Germinator (JOOSEN et al., 2010). Foram também avaliados o
comprimento e massa seca de raiz e parte aérea das plantulas normais, confome

descritos anteriormente.

60



4.2.5. Avaliagfes bioquimicas durante o armazenamento

4.2.5.1. Extracdo e quantificacdo de proteinas totais

Para extracao e quantificacdo de proteinas, foram obtidos extratos preparados a
partir de 0,1 g de sementes sem tegumento, coletadas aos 0, 3, 6, 9 e 15 meses de
armazenamento e mantidas no freezer (Sanyo) — 80°C até o momento de uso. Essas
amostras foram trituradas em nitrogénio liquido, seguido da adi¢cao de 2,0 mL do meio
de homogeneizacdo: potassio 0,1 M tampao fosfato (pH 6,8), 0,1 mM de &cido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e 1% (p/v) de polivinilpirrolidona (PVP). Os tubos
eppendorfs com as amostras foram colocados em recipientes com gelo na mesa
agitadora (Labnet International, Inc. ORBITTM 300) durante 1h, sob agitacéo
constante. O extrato foi entdo centrifugado a 12.000 x g por 30 min a 4 ° C. Foram
utilizadas trés repeticdes de 50 sementes para extracoes, e aliquotas foram tomadas
para quantificar a atividade enzimatica.

A quantificacdo das proteinas totais foi realizada segundo o método proposto por
Bradford (1976), usando o padrdo de albumina sérica bovina — BSA (Molecular
Probes) para a construgdo da curva analitica. Foi utilizado como reagente de cor,
solucdo Bradford Protein Assay (Bio-Rad) e as leituras das absorbancias foram
realizadas no comprimento de onda de 595 nm, utilizando espectrofotbmetro (GE
Healthcare - UltrospecTM 7000).

A andlise foi realizada em triplicata, a absorbancia das solucdes determinada em
espectrofotometro (GE Healthcare - UltrospecTM 7000), no comprimento de onda de
595 nm. A concentracdo das proteinas nas amostras foi calculada usando-se a

equacao obtida no calculo de regressao linear da curva analitica com BSA padrao.

4.2.5.2. Determinacdo da atividade Superéxido Dismutase - SOD

A atividade da enzima superoxido dismutase (SOD) foi determinada
espectrofotometricamente utilizando metodologia adaptada, tendo como base o
descrito em Gianopolitis e Ries (1977). A técnica para quantificacdo da atividade
dessa enzima € baseada na deteccéo espectrofotométrica do formazan a 560 nm
(produto de reducgdo do azul de nitro-tetrazélio — NBT), mediado pelos radicais

superoéxidos, que sao formados a partir da riboflavina. Nesse processo, a riboflavina
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quando submetida a luz, sofre fotdlise e libera um elétron para o oxigénio do ambiente
(O?), resultando no ion superéxido (O2*). Este ion atua reduzindo o NBT a formazan
(produto de coloracao roxa). A reacao é inibida quando a SOD esta presente no meio,
sendo essa inibicdo utilizada para determinar atividade enzimatica dessa enzima
(ALFENAS, 20086).

Inicialmente determinou-se o tempo de reacdo para fotorreducdo do NBT e
posteriormente foi realizada a inibicdo da formacdo do formazan a partir do NBT
utilizando o extrato proteico em estudo, segundo a metodologia de Gianopolitis e Ries
(1977). Foram utilizados diferentes volumes de amostra e tempos de exposicdo a luz,
para determinar qual o volume e tempo necessario para inibir em torno de 50% da
reacao de reducdo do NBT. A analise foi realizada a 25 °C e o meio de reacéo foi
composto por tampao fosfato de potassio 50 mM (pH 7,8), metionina 14mM; &cido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 0,1uM; NBT 75uM e riboflavina 2uM. Para a
determinacao da atividade da SOD, ap6és a padronizacao, utilizou-se 15uL de amostra
(extrato proteico diluido 5x) e acrescentou-se 180uL do meio de reacéo, totalizando
195uL. A microplaca de 96 pocos (marca Greiner) foi mantida por 12 minutos sob
iluminagdo (480 w) em caixa de papelédo forrada com papel aluminio e a mistura de
reacdo nao irradiada foi usada como controle. As leituras das absorbancias foram
realizadas a 560 nm em espectrofotdmetro (Varian Care 50). Todas as andlises foram
realizadas em triplicata. A atividade enzimatica foi considerada como a quantidade de
enzima (SOD) necesséria para inibir em 50% a fotorreducdo do NBT e foi calculada
pela reacdo de atividade especifica descrita abaixo:

SOD (Unidade/mL) = [(V/v) - 1] x F / [P]

V - corresponde a taxa de reagdo na auséncia da SOD (absorbéancia do tubo
controle);

v - corresponde a taxa de reagao na presenca da enzima (absorbancia do tubo
amostra);

F - é o fator de diluicéo;

P - corresponde a concentracdo de proteinas totais do extrato bruto.
Uma unidade (U) da SOD corresponde (uL.mL?) e o resultado é expresso
em Unidade de SOD.ug* de Proteina.
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4.2.5.3. Determinacao da atividade de Catalase — CAT

A atividade da CAT foi determinada pelo método descrito por Bergmeyer (1970),
no qual a decomposicdo enzimatica do peréxido de hidrogénio (H202) € medida pelo
decaimento da absorbéncia a 240 nm. A mistura de reagao foi composta de um volume
total de 250 yL contendo tampéo fosfato de potassio 50 mM (pH 7,4) com &cido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 0,1 mM, peréxido de hidrogénio (H202) a 0,03%
e 20 pL de extrato proteico bruto contendo a enzima. A reagdo foi iniciada com a
adicdo do H202, e o decréscimo da absorbancia a 240 nm avaliado utilizando-se
microplacas de 96 pocos (marca Greiner) medida em espectrofotémetro (Varian Care
50), até a estabilizacdo da curva de decaimento. O branco foi preparado utilizando-se
a mistura da reacdo com amostra e com auséncia de perdxido de hidrogénio. Uma
unidade de catalase corresponde a 1uM de H202 consumido min-.ug proteina.

Para o célculo foi utilizado a formula a seguir, em que 1U CAT = 1,0 umol

H202/min, entdo:

[H202] mM = A A240 x 0,00025 L (Vmeio) x 1000 (umol)
0,0436 = U CAT
T (min)

Onde,
A A240 ¢ a diferenca entre o valor de absorbancia no tempo zero e o valor em
gue o decaimento deixou de ser linear.
T é o tempo de reacdo em minutos;
0,0436 é o Coeficiente de Extincdo Molar do H202;
0,00025 é o volume (L) do meio de reacéo;
U CAT € a unidade de catalase.
Para se obter o valor de unidades de catalase por microgramas de proteinas,
utilizou-se a formula a seguir:
U CAT/ug de proteinas = U CAT / ([PT] x 20)
PT corresponde a concentragcao de proteinas totais do extrato bruto;

20 = corresponde ao volume (uL) de extrato bruto usado.
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4.2.5.4. Determinacao da atividade de Ascorbato peroxidase — APX

A atividade da ascorbato peroxidase foi realizada através da oxidacdo do
ascorbato (AsA) que ocorre com a diminuigcdo da absorbancia a 290 nm, segundo
Nakano e Asada (1981), com modificagbes. O meio de reacao foi composto de tampao
fosfato de potassio 100 mM (pH 7,0); acido ascorbico 0,5 mM; acido etilenodiamino
tetra-acético (EDTA) 0,1 mM; peroxido de hidrogénio (H202) 1mM e 20 pL de extrato
proteico, para um volume total de reacdo de 250 mL. A reagéo foi realizada a 25°C
utilizando microplacas de 96 pocos (marca Greiner) com leitura da absorbancia a 290
nm em espectrofotdbmetro (Varian Care 50), durante 7 minutos com intervalos de
leitura de 10 segundos. Para a leitura do branco foi utilizado o meio de reacéo livre de
H202 e de amostra. A taxa de oxidagdo do ascorbato foi determinada pelo decréscimo
na absorbancia a 290 nm (2,8 mM.cm). A atividade da APX foi expressa como mmol
ASA consumido min ug? proteinas, ou seja, APX (mmol AsA min- ug? Prot).

Para o calculo foi usada a seguinte férmula:

(AXxF)/(2,8xT)=mmol ASA min-t

Resultado (mmol ASA min-1) / [PT] = mmol AsA min*ug*Prot.
A corresponde a absorbancia da amostra;

F € o fator de diluicéo;

2,8 é o Coeficiente de Extincdo Molar do ascorbato (ASA);

T é o tempo de reacdo em minutos;

PT corresponde a concentracao de proteinas totais do extrato bruto;

4.2.5.5. Peroxidacao de lipidios através da determinagdo de malondialdeido
(MDA)

A peroxidacéo lipidica através da determinacdo do acimulo de MDA foi realizada
segundo Heath e Packer (1968) com modificac¢des. Inicialmente foram pesadas 0,125
g de material liofilizado e macerado até po fino de semente sem tegumento, colocadas
em tubo eppendorf de fundo redondo de 2 mL, utilizando-se trés replicatas bioldgicas.

As 0,125 g de amostra foram homogeneizadas com 1 mL de acido tricloroacético
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(TCA) 0,1% e em seguida foram centrifugadas durante 15 minutos a 15.000 rpm a
25°C em centrifuga refrigerada (HETTICH, mod.320 R). Posteriormente foi coletado
500 pL de sobrenadante, colocado em um novo tubo eppendorf de 2 mL e adicionado
1500 pL de uma mistura de 4&cido tricloroacético e &cido tiobarbitdrico
(respectivamente TCA 5% e TBA 0,5%). Em seguida os tubos eppendorfs foram
colocados para aquecer em banho-maria (Polyscience, mod. POL00010) a 95 °C por
30 min, depois, os tubos foram colocados para resfriar em gelo durante 10 minutos e
as amostras foram colocadas para centrifugar por 10 minutos a 4 °C a 15.000 rpm em
centrifuga refrigerada (HETTICH, mod.320 R).

Os sobrenadantes foram transferidos para novos tubos eppendorfs e as
amostras foram colocadas em quatro replicatas técnicas em microplacas de 96 poc¢os
(marca Greiner, leitura em luz visivel). As leituras foram realizadas em
espectrofotometro (Varian Care 50) para leitura em microplaca a 532 nm e 600 nm.
Para o célculo da quantidade de MDA foi usado o coeficiente de extingdo molar 155

mM-1cm e os resultados foram expressos em uM MDA g de massa seca.

4.2.5.6. Condutividade Elétrica (CE)

O teste de condutividade elétrica, para avaliacdo da permeabilidade de
membranas, foi realizado para as sementes submetidas as duas condi¢cdes de
armazenamento ao longo de 15 meses. A avaliacao foi conduzida em trés repeticdes
de 50 sementes. Essas sementes permaneceram imersas em 75 ml de agua destilada
e mantidas no interior de germinador, regulado a temperatura de 25°C, por 24 h
(SHIBATA; PRADO; OLIVEIRA, 2019). A leitura da condutividade elétrica foi feita em
um condutivimetro de bancada (NT-CVM), e os dados obtidos foram expressos em
uS.cmt.glde sementes.

4.2.6 Analise estatistica
Os dados foram testados para ajuste a distribuicdo normal, submetidos a analise
de variancia (ANAVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade, empregando-se o Programa de Andlise Estatistica Sisvar 5.0
(FERREIRA, 2000).
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4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1. Classificacdo dos estadios de maturacado, Grau de Umidade e Massa seca:

Os frutos de S. terebinthifolia foram classificados em cinco estadios de
maturacdo a partir da coloracdo do exocarpo (Figura 13), a saber: Verde (exocarpo
predominantemente verde), Verde-vermelho (exocarpo em transi¢cao do verde para o
vermelho), Vermelho (exocarpo predominantemente vermelho), Réseo (exocarpo
predominantemente rosa), Marrom (exocarpo predominantemente marrom, seco e

iniciando a senescéncia).

| — Verde II- Verde-vermelho Il - Vermelho IV - Roséo V - Marrom

Figura 13. Classifica¢é@o dos frutos de Schinus terebintifolia em diferentes estadios de maturacdo

baseados na coloracdo do exocarpo. (Fonte: Autor).

Os frutos e sementes de S. terebinthifolia obtidos no inicio do processo de
maturacdo apresentaram elevado grau de umidade, que diminuiu progressivamente
com o avanco dos estadios de maturacdo, reduzindo de 45,77% para 18,36% entre
os estadios Verde-vermelho e Vermelho (Tabela 2). O elevado conteudo de agua nas
sementes auxilia nas intensas divisbes celulares, aporte de nutrientes e
fotoassimilados, assim como na promocdo de interacbes entre hormdnios de
crescimento, sendo importante nos estadios iniciais da maturacdo (CARVALHO;
NAKAGAWA, 2012; LULSDORF et al., 2013). Apdés o0 processo de secagem em
temperatura ambiente de laboratério por sete dias, as sementes apresentaram graus
de umidade variando de 7,69 a 9,29%. Em levantamento feito por Wielewicki et al.,
(2006) através de diferentes registros de analises de sementes na regiao Sul do Brasil,
o grau de umidade médio em lotes de sementes de S. terebinthifolia foi de 11,2%,

valor acima dos valores obtidos apds a secagem das sementes no nosso trabalho.
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Em estudo realizado por Totti e Medeiros (2006), na regido de Curitiba-PR, os
frutos de S. terebinthifolia permaneceram verdes até os 36 dias ap0s a floragdo (DAF).
A mudanca para vermelho-claro ocorreu aos 43 dias, para vermelha aos 57 dias e
para rosa aos 71 dias, mostrando uma rpida maturacdo. Estes mesmos autores
classificaram os frutos de S. terebinthifolia em 6 estadios de maturacéo de acordo com
a coloracdo do exocarpo, sendo eles: verde-claro (29 DAA), verde (36 DAA),
vermelho-claro (43 DAA), vermelho (57 DAA), vermelho-escuro (64 DAA) e rosa (71
DAA), e também observaram reducdo gradativa no grau de umidade de 49,7% para
20,4%, ao longo do processo de maturacgao. Vitoria et al., (2018), verificaram graus de
umidade variando de 13,96; 13,75 e 9,13% em sementes obtidas de frutos de S.

terebinthifolia classificados como verdes, intermediarios e maduros.

Tabela 2. Massa seca e Grau de Umidade de frutos, sementes frescas e apds secagem de Schinus

terebintifolia em cinco diferentes estadios de maturacgéo.

Fruto Semente
Estadio de Massa seca Grau de Massa seca Grau de Grau de
Maturacao Caracterizagao (mg/fruto) Umidade (%) (mg/semente) Umidade (%) Umidade ap6s
secagem (%)
| Verde 14,41 (#1,1)c 69,51 (#0,5) a 4,90 (£1,1) c 48,80 (+1,8) a 9,29 (x0,4) a
I Verde-vermelho 20,15 (x0,41)b 62,82 (+1,1) b 9,81 (x0,2) b 45,77 (+2,3) a 7,93 (x0,2) b
1} Vermelho 24,07 (x0,53)a 32,17 (¥1,2) c 14,86 (+0,2)a 18,36 (x0,4) b 7,69 (x0,5) b
\ Réseo 19,87 (x0,57) b 28,83 (¥1,2) d 15,44 (x0,2) a 18,16 (x0,1) b 7,98 (£0,3) b
\% Marrom 10,97 (#0,76) d 8,79 (x0,5) e 6,20 (+1,0) c 9,64 (£0,2) c 7,80 (x0,1) b
Média 17.89 40.42 10.26 28.15 8.14
Geral
CV (%) 4.04 2.43 7.18 4.85 4.74

*Médias seguidas de mesma letra na coluna nédo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade.

O maior valor de massa seca de frutos foi verificada no estadio Vermelho e de
massa seca de sementes nos estadios Vermelho e Réseo, quando as sementes se
encontravam com aproximadamente 18% de grau de umidade. Foi observado um
aumento nos valores de massa seca a medida que se avancava o0 estadio de
maturacdo. No entanto, houve uma diminuicdo acentuada nos frutos e sementes
guando atingiram o estadio Marrom, mostrando que esses frutos ja apresentavam
elevado grau de deterioracdo nesse estadio, provavelmente ocasionado pelo ataque

de patdgenos, insetos e o proprio envelhecimento natural. Sabe-se que insetos, como

67



Megastigmus transvaalensis, identificado no estado da Bahia deste 2018, pode
provocar danos em frutos de S. terebinthifolia diminuindo a germinagéo das sementes
e 0 estabelecimento desta planta em éareas ecoldgicas nativas e de restauracao
(FERREIRA FILHO et al., 2015; GHIOTTO; PRADO; GIULIANI, 2019). Nessa coleta,
foram observadas lesbes em alguns frutos caracteristicas do ataque desse inseto.
Além disso, a colheita tardia dos frutos pode expor as sementes ao excesso de
umidade e consequente aumento na taxa de respiracdo, o que acelera o consumo de

reservas acumuladas e pode resultar na reducéo de peso seco (DIAS et al., 2006).

4.3.2. Biometria e Peso de Mil Sementes

N&o houve diferenca significativa (p<0,05) nas variaveis morfométricas dos
frutos ao longo dos estadios de maturacdo, ou seja, ndo foi observado interferéncia
direta das transicOes fisiolégicas da cor do exocarpo com o aumento do seu
crescimento e diametro. Por outro lado, houve diferenca siginificativa (p<0,05) nas
variaveis morfométricas comprimento, diametro e espessura das sementes, nas quais
0s maiores valores foram observados nos estadios Vermelho e Roseo (Tabela 3). O
rapido aumento no tamanho das sementes na metade do periodo de maturacao,
coincidindo com um maior acimulo de massa fresca e seca, pode estar relacionado
com a necessidade da semente manter o transporte de produtos fotossintetizados e
as altas taxas metabodlicas durante o desenvolvimento, além do posterior
armazenamento desses compostos nos tecidos de reserva (CARVALHO;
NAKAGAWA, 2012).

Os menores valores de comprimento e diametro foram observados nas
sementes caracteristicas dos estadios Verde e Marrom e de espessura nas obtidas
no estadio Verde. A reducdo no tamanho das sementes no final da maturacéo, ou
seja, nas obtidas de frutos com exocarpo marrom, ocorre devido a perda de agua
durante o amadurecimento quando atingem nivel maximo de dessecacao (9,64% de
grau de umidade), além do consumo das reservas nos processos metabdlicos, ja que
as sementes atingem a maturidade fisiol6gica quando os frutos estdo no estadio
vermelho e apds este iniciam o processo de envelhecimento a campo. Estas reducdes
no tamanho das sementes no final da maturacdo sdo comuns e também foram
observadas em sementes de Spondias tuberosa (SOUZA et al., 2005), catingueira -
Poincianella pyramidalis (LIMA et al., 2012) e pinh&do-manso - Jatropha curcas L
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(BRITO et al., 2015), entre outras. Comportamento semelhante também foi observado
para a espécie mulungu do litoral - Erythrina speciosa, na qual os frutos atingiram seu
tamanho méaximo logo no inicio de maturagéo, enquanto sementes s6 aumentaram de
tamanho substancialmente apos 25 dias, sendo este fato atribuido ao ganho em
matéria seca, com posterior declinio no tamanho das sementes, devido a redu¢éo no
grau de umidade (HEEL et al., 2019).

Tabela 3. Média das variaveis morfométricas de frutos (comprimento e largura) e sementes

(comprimento, largura e espessura) de Schinus terenbithifolia em diferentes estadios de maturacao.

Fruto Semente
Estadio de Caracter. Comprimento Diametro Comprimento Diametro Espessura Peso de mil
Maturacéo (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) sementes (mg)

| Verde 4,62(+0,08) a 4,89 (+0,09) a 2,57(x0,05)c  3,31(x0,05)c  1,75(x0,07) c 5,77 (£1,10) d

0 verde- ) 25+002)a 507 (#007)a  2,87(x0,08)b  3,55(0,04)b 1,89(0,05) bc
vermelho

9,66 (0,18) ¢

11 Vermelho 4,76(x0,13)a 5,01(+0,05) a 3,20(x0,09) a  3,85(x0,10) a  2,16(x0,11)a  12,67(%0,34) a

IV Réseo  4,68(x0,03)a 4,92(x0,04)a  3,09(+0,05)a 3,74(x0,05)a 2,12(+0,10)a 11,36 (x0,08) b
Vv Marrom  4,62(:0,14)a 4,87 (+0,14)a 2,73 (+0,11)bc 3,35(0,12)c 2,01(x0,09)ab 464 (¥0,26)d
Média - 4.68 4.95 2.89 3.56 1.98 8,82
Geral
CV (%) - 2.09 1.84 2.92 2.32 4.65 6,10

*Médias seguidas de mesma letra na coluna nédo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade.

As sementes obtidas dos frutos no estadio de maturacdo Vermelho
apresentaram maior Peso de Mil Sementes, 12,67 g, diferenciando-se dos demais
estadios. A caracterizagdo morfométrica de frutos e sementes é um importante
parametro, pois subsidia a diferenciacdo de espécies dentro de um género e entre
variedades da mesma espécie, além de ser uma das caracteristicas que deve ser
levada em conta no processo de maturacdo, sendo associada a outras caracteristicas,
podendo assim, indicar o melhor periodo de colheita. Estes aspéctos sao
imprescindiveis para auxiliar estudos sobre germinacdo e producédo de mudas para
recomposicao vegetal (CRUZ; MARTINS; CARVALHO, 2001; LEONHARDT et al.,
2008). As variagOes morfométricas também estdo relacionadas aos fatores genéticos,
além de poderem constituir uma resposta adaptativa ao meio ambiente, sendo estes
aspectos importantes para estudos de melhoramento genético de espécies florestais
nativas (SILVA et al., 2017).
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4.3.3. Avaliacdo fisiolégica em funcédo do estadio de maturacdo e secagem

Os maiores valores de germinagdo (Gmax) das sementes ocorreram nos
estadios de maturacao Vermelho e Verde-vermelho com as sementes recém-colhidas,
atingindo 80% e 63%, respectivamente (Figura 14). Ndo houve germinacao de
sementes nos estadios Verde e Marrom, por isso eles ndo foram considerados para
analise estatistica dos dados. A auséncia de germinacdo de sementes no estadio
Verde pode ter ocorrido pela imaturidade do embrido, pois nessa fase, as sementes
ainda estdo investindo na formagdo de tecidos e acumulo de reservas para serem
utilizadas durante o processo de germinacao (BARROSO et al., 2017). Ja no estadio
Marrom a auséncia de germinacédo se deve a deterioracdo natural das sementes, que
ocorre ap0s as mesmas atingirem a maturidade fisiol6gica.

Houve uma reducgdo siginificativa (p<0,05) no percentual de germinacdo das
sementes apOs o0 processo de secagem ambiente nos trés estadios de maturacdo. No
entanto, o maior valor permaneceu no lote de sementes do estadio Vermelho (62%) e
a diferenca foi mais acentuada no estaddio Verde-vermelho, que reduziram a
porcentagem de germinacao de 63% para 26%. Os resultados corroboram com 0s
obtidos por Totti e Medeiros (2006), com sementes obtidas de sementes provenientes
da regido metropolitana de Curitiba, nos quais as sementes obtidas de frutos com
coloracdo vermelha escura, aos 64 DAA, apresentaram maiores taxas de germinacao
(48%) comparado aos demais estadios considerados. No mesmo trabalho, as
sementes obtidas de frutos com coloracdo vermelho-claro (43 DAA) apresentaram
35% de germinacdo e os obtidos da coloracdo rosa (71 DAA) apenas 14% de
germinacao. Vitoria et al., (2018), avaliando diferentes estadios de maturacdo e
temperaturas na germinacédo de sementes de S. terebinthifolia colhidas na regido de
Conceicéo da Barra - ES, também verificaram maiores porcentagens de germinacéo

(71 a 95%) em sementes obtidas de frutos com exocarpo completamente vermelho.
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Figura 14. A) Germinacdo (Gmax), B) Tempo para atingir 50% de germinacdo (Tso), C)
Uniformidade (Usa1s), D) Area abaixo da curva (AUCsson), E) Porcentagem de Plantulas Normais
(PN), F) Massa seca de parte aérea (MSPA), G) Comprimento de Parte Aérea (CPA) e H)
Comprimento de raiz (CR) de plantulas e sementes recém-colhidas e apos secagem de Schinus
terebentifolia em diferentes estadios de maturacéo. *Médias seguidas de mesma letra mailuscula
nas condicdes de secagem e mindsculas nos estddios de maturacgéo,
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Sementes de S. terebinthifolia coletadas em Dourados — MS também tiveram
menor porcentagem de germinagcdo quando passaram por secagem e 0 grau de
umidade foi reduzido abaixo de 20% (PINTO et al., 2012). Em um estudo com
sementes de Sesbania virgata, espécie nativa do Brasil, as sementes submetidas a
secagem também apresentaram menor percentagem de germinacdo quando
comparado as sementes que ndo passaram por secagem (TEIXEIRA et al., 2018).
Esses autores relacionaram essa diminuicdo a possiveis danos sofridos durante o
processo de embebicdo na transicdo da fase de gel até a fase liquido-cristalina dos
fosfolipidios da membrana, devido ao seu baixo garu de umidade, o que pode ter
causado danos aos tecidos e comprometido o desempenho na germinacao.

Os trabalhos com sementes S. terebinthifolia mostram que esta espécie
apresenta bastante variacdo na percentagem final de germinacdo entre diferentes
lotes de sementes (PACHECO et al., 2011; SHIBATA; PRADO; OLIVEIRA, 2019). Em
um estudo sobre a caracterizacdo de 15 individuos de S. terebinthifolia na regido do
Baixo S&ao Francisco, Souza et al., (2013) observaram germinacéo variando de 83%
a nula (0%), demonstrando uma grande diferenca na qualidade de sementes obtidas
de diferentes individuos.

A velocidade de germinacéo, representada pelo tempo maximo para alcancar
50% de germinacéo (Tso0), € um parametro utilizado para avaliar o vigor das sementes.
O menor valor obtido para essa variavel, ou seja, a maior velocidade de germinacao,
ocorreu no estadio de maturacao Verde-vermelho sem secagem (86,7 h), o que pode
ser atribuido ao alto grau de umidade das sementes. ApGs 0 processo de secagem,
houve um aumento significativo (p<0,05) para os trés estadios, mostrando que esse
processo, além de influenciar na germinabilidade, também diminuiu a velocidade de
germinacdo. Apds a secagem, as sementes obtidas do estadio Verde-vermelho e
Vermelho apresentaram velocidade de germinacgéo superior ao estadio réseo.

O Usa16 avalia a uniformidade medindo-se o intervalo de tempo em horas entre
16% e 84% de germinagé&o, assim, quanto menor este intervalo, maior a uniformidade
do lote. Neste parametro, foi observado uma maior uniformidade de germinacao no
estadio Verde-Vermelho de sementes recém-colhidas. Apés o processo de secagem,
ndo houve diferenca significativa (p<0,05) na uniformidade para os trés estadios.
Porém, o processo reduziu significativamente a uniformidade em sementes do estadio

Verde-vermelho quando comparado as sementes recém-colhidas no mesmo estadio.
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Diversos danos mecanicos e estruturais podem ocorrer nas células devido a
dessecacado e posterior reidratacdo. Quando ocorre perda de agua a niveis muito
baixos, as células vegetativas diminuem de volume em 60-80%, o que imp&e uma
tensdo fisica na parede celular e na membrana plasmatica. No processo, as
mitocondrias e cloroplastos perdem sua forma e organizagcdo interna, seu
citoesqueleto € rompido, bicamadas lipidicas de membrana convergem e os dominios
de acidos graxos nas bicamadas tornam-se mais rigidos, resultando em mudancas de
fase de um estado fluido para a fase de gel. Além disso, ha um potencial aumento de
espécies reativas de oxigénio (ROS) causando desequilibrios metabdlicos (OLIVER
et al., 2020).

Assim, a reducao acentuada no percentual e na uniformidade de germinacdo em
sementes no estadio Verde-vermelho submetidas a secagem, pode ser atribuido a
imaturidade das sementes, ou seja, as mesmas nado completaram o processo de
maturacdo e consequentemente ndo desenvolveram completamente a toleréncia a
dessecacao. Essa toleréncia pode ser definida como a capacidade de um organismo
em tolerar a perda de 4gua até niveis extremos, sem danos irreversiveis as células, e
poder retornar ao funcionamento normal na presenca de agua (BUITINK; LEPRINCE,
2004).

O desenvolvimento desses mecanismos de tolerancia a dessecacdo comecam
a ocorrer gradualmente no processo de maturacdo e envolvem fatores fisicos e
fisiolégicos regulados por um equilibrio hormonal, entre eles: tamanho reduzido do
vacuolo, acumulo de acglcares soluveis (por exemplo, sacarose, rafinose, galactinol e
trealose), metabdlitos secundarios (tocoferdis e flavonoides), proteinas LEA (“late
embryogenesis abundant”) e sHSP (small heat shock proteins), além da ativacdo de
sistemas antioxidantes e mecanismos que impecam a fusdo das membranas e
promovam reparos durante a reidratagédo (CASTRO; BRADFORD; HILHORST, 2004,
ANGELOVICI et al., 2010; FARRANT; MOORE, 2011; WALTERS et al., 2013, MAIA
et al., 2014).

Resultados semelhantes foram obtidos em sementes de Erythrina speciosa,
espécie nativa da Mata Atlantica, as quais foram aumentando a tolerancia a
dessecacado conforme se avancava os estadios de maturacdo, havendo uma reducéo
significativa na germinacdo de sementes nos estadios iniciais de maturacdo (até 44
DAA), ndo apresentando diferenca significativa em estadios posteriores (HELL et al.,

2019). Nesse estudo, a tolerancia a dessecacéao foi atribuida ao aumento do teor do
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acucar arabinose, que tem o papel de manter as paredes celulares flexiveis durante a
desidratacdo, além de trealose, rafinose e estaquiose que tém funcdo de evitarem
danos causados pela perda de agua as membranas em células de cotilédones e eixo
embrionario (HELL et al., 2019).

O célculo da Area Abaixo da Curva (AAC), parAmetro que permite avaliar o vigor
das sementes através da integracdo da curva utilizando a Gmax, Tso € uniformidade
(Usais), mostrou que os maiores valores foram obtidos nos estadios de maturacao
Verde-vermelho e Vermelho, em sementes recém-cohidas, diferindo estatisticamente
(p<0,05) do estadio Réseo. Apos a secagem, 0s maiores valores foram verificados no
estadio Vermelho, embora tenha apresentado reducédo significativa de 25% quando
comparado aos resultados encontrados para as sementes recém-colhidas no mesmo
estadio. As sementes obtidas no estadio Réseo apresentaram menor AAC tanto
recém-colhidas, quanto apos a secagem, ja as sementes do estadio Verde-vermelho
recém-colhidas, que apresentaram uma germinacdo mais rapida e levaram menos
tempo para alcancar 50% da germinacdo, apresentaram a AAC semelhante as
sementes do estadio Vermelho, que por sua vez alcancaram maior percentual de
germinacao.

As sementes recém-colhidas e submetidas a secagem no estadio de maturacao
Vermelho também apresentaram maior nimero de plantulas normais (PN),
diferenciando-se estatisticamento (p<0,05) dos demais estadios. Avaliando-se o vigor
das plantulas obtidas das sementes nos diferentes estadios de maturacdo, os maiores
valores de massa seca de parte aérea (MSPA) foram obtidos em sementes no estadio
de maturacdo Vermelho e Verde-vermelho. As plantulas obtidas no estadio Roseo
apresentaram menor massa seca quando comparadas as dos demais estadios, tanto
em sementes recém-colhidas quanto submetidas a secagem. A média da massa seca
de raiz foi de 0,93 mg, ndo apresentando diferenca significativa (p<0,05) entre os
diferentes estadios e condi¢cdes de secagem.

As maiores médias do comprimento de parte aérea de plantulas (CPA) de S.
terebinthifolia foram verificadas nos estadios Verde-vermelho (2,57 cm) e Vermelho
(2,40 cm), ambos para sementes recém-colhidas. No entanto, apds a secagem das
sementes, as plantulas obtidas do estadio Verde-vermelho foram 29% menores que

as recém-colhidas e apresentaram os menores valores, quando comparados aos
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demais. Apenas as plantulas do estddio Roseo ndo apresentaram reducdo no
comprimento da parte aérea ap0s a secagem das sementes.

As plantulas obtidas de sementes no estadio Vermelho e Verde-Vermelho
apresentaram maior comprimento de raizes (CR), atingindo 6,21 cm e 5,45 cm,
respectivamente. Apds o processo de secagem, ndo houve diferenca significativa
(p<0,05) entre os diferentes estadios de maturacédo, apresentando comprimento medio
de raizes entre 5,33 a 5,62 cm. Além disso, ndo houve diferenga no comprimento de
raizes de plantulas para nenhum dos estadios de maturacdo quando comparadas as
sementes recém-colhidas e ap6s a secagem. Em estudos com sementes de araca -
Psidium guineense Swartz também foi observada diminuicdo na porcentagem de
germinacao, massa seca de parte aérea, e comprimento de raizes quando o grau de
umidade foi reduzido de 15 para 5% (MASSETO et al., 2014).

De acordo com esses resultados, embora haja diminuicdo no grau de umidade
nas fases finais de maturacdo (Vermelho e Rdseo), este ainda € alto em sementes
recém-colhidas de S. terebinthifolia. A secagem natural a sombra até a graus de
umidade entre 7 e 9% se mostraram prejudiciais, sendo as sementes obtidas de frutos
vermelhos menos sensiveis a esse processo. Roberts (1973) classificou as sementes
em dois grupos quanto a tolerancia a secagem e a temperaturas baixas: sementes
ortodoxas e recalcitrantes. Sementes ortodoxas podem ser secas até cerca de 5% de
umidade e submetidas a armazenamento em baixas temperaturas, 0 que permite a
sua viabilidade ao longo do tempo, diferentes das recalcitrantes que nao sobrevivem
a secagem a baixos niveis de umidade e ndo podem ser armazenadas. Um
comportamento intermediario entre ortodoxo e recalcitrante foi proposto por Elis, Hong
e Roberts (1990), sendo esse padrdo encontrado em diferentes espécies tropicais.
Por isso, nosso estudo sugere que essa espécie pode apresentar um comportamento
intermediario com relacéo a tolerancia a dessecacao, sendo necessario mais estudos
a esse respeito para a correta classificagdo destas sementes tendo como finalidade
conservacgao e producédo de mudas.

O critério da cor dos frutos como indicador da maturidade fisiolégica das
sementes também foi recomendado para colheita de sementes de diversas espécies
florestais nativas, como Poincianella pyramidalis (Tul.) LP Queiroz (LIMA et al., 2012),
Inga laurina (Sw.) Willd. (SCHULZ et al., 2014), Amburana cearensis (Allem.) A.C.
Smith. (LOPES et al., 2014), além de espécies frutiferas nativas como Eugenia uniflora

L. (AVILA et al., 2009), Eugenia pyriformis Cambess e Eugenia involucrata DC. (ORO
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et al., 2012). Para o nosso estudo, as sementes obtidas de frutos completamente
vermelhos foram as que apresentaram melhor desempenho na germinacao, além de
serem mais tolerantes a dessecacdo pelo processo de secagem em temperatura
ambiente. No entanto, para fins de propagacgao, as sementes obtidas de frutos no
estadio Verde-vermelho, quando recém-colhidos, se destacaram por apresentarem
uma germinagao mais rapida e uniforme, quando comparadas as sementes obtidas
de frutos Vermelho e ROseo, devendo este aspecto ser melhor estudado para
estabelecimento de métodos de colheita e secagem que possam proporcionar
sementes comerciais com germinacao mais rapida e uniforme no campo.

Houve em geral uma diminuicdo na viabilidade e vigor das sementes de S.
terebinthifolia ap6s a secagem ambiente, sendo as sementes obtidas no estadio
Verde-vermelho mais afetadas pela secagem natural. As sementes obtidas de frutos
com exocarpo completamente vermelho foram as que apresentaram melhor qualidade
fisiolégica expressa pela germinabilidade, &rea abaixo da curva, e vigor expressos
pela maior porcentagem de plantulas normais, comprimento e massa seca de parte
aérea e raizes de plantulas, podendo este ser considerado o estadio no qual as

sementes de aroeira-vermelha atingem a maturidade fisiologica.

4.3.4. AvaliacOes fisioldgicas durante o armazenamento:

Para essas avaliacbes foram utilizadas sementes obtidas de frutos
completamente vermelhos, pois apresentaram melhor qualidade fisiologica
comparado aos demais estadios de maturacao (ver itens 4.3.1 a 4.3.3). Ao longo do
armazenamento, as sementes apresentaram graus de umidade proximos de 7%, tanto
em temperatura ambiente qguanto em ambiente refrigerado.

Quando armazenadas em temperatura ambiente, as sementes apresentaram
maiores variacdes nos graus de umidade ao longo dos meses, com uma reducao
significativa (p<0,05) logo aos trés meses. Nos demais periodos, os valores ndo se
diferenciaram estatisticamente quando comparados aos do inicio do armazenamento.
No ambiente refrigerado, as sementes também apresentaram uma reducao
significativa no grau de umidade logo aos trés meses, que se manteve até os 15
meses de avaliagdo. Esses resultados demostram que a umidade relativa nesse

ambiente pode ter contribuido para reducdo e manutengdo do grau de umidade nas
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sementes (Tabela 4), pois estas tendem a entrar em equilibrio hogroscépico com a

umidade relativa do ambiente de armazenamento.

Tabela 4. Grau de umidade (%) de sementes de Schinus terebintifolia durante 15 meses em dois
diferentes ambientes de armazenamento.

Periodo de Armazenamento

Armazenamento Tempo 0 3 meses 6 meses 9 meses 15 meses
Temperatura Ambiente 7,69 (x0,57) Aa 5,22 (+0,20) Bb 7,50 (¢0,56) Aa 7,11 (+0,42) Aa 7,01 (x0,34) Aa
Refrigerado 7,69 (x0,57) Aa 6,57 (+0,51) Ba 6,61 (+0,32) Bb 6,97 (+0,12) ABa 7,02 (+0,33) ABa
Média Geral 6,93
CV (%) 6.13

*Médias seguidas de mesma letra mailsculas entre periodos de armazenamento (0, 3, 6, 9 e 15 meses)
e minusculas entre ambientes (temperatura ambiente e refrigerado) ndo diferem estatisticamente entre
si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

As sementes armazenadas em ambiente refrigerado mantiveram a porcentagem
de germinacdo praticamente uniforme ao longo dos 15 meses, diferente das que
permaneceram em temperatura ambiente que reduziram significativamente (p<0,05)
a germinacdao ja apos 3 meses de armazenamento (Figura 15). Apds os 15 meses, as
sementes mantidas em temperatura ambiente tiveram uma germinacao 23,5% menor
guando comparada a germinacéao inicial e 17,4% menor que as mantidas em ambiente
refrigerado pelo mesmo periodo.

De acordo com Wielewick et al., (2006), avaliando padrdes de germinacao e grau
de umidade em sementes de 27 espécies florestais nativas do Brasil, as sementes de
S. terebinthifolia apresentam germinacdo média de 64%, sendo o padrdo minimo de
germinacao proposto de 48%. Sendo assim, as sementes armazenadas em ambos 0s
ambientes ao longo dos 15 meses apresentaram uma germinacdo dentro do padrao
minimo aceitdvel de acordo com estes autores e, quando mantidas em ambiente
refrigerado, os valores foram préximos ao padrdo médio de germinacdo da espécie.
Medeiros e Zanon et al., (1998) avaliando diferentes condigbes de armazenamento de
S. terebinthifolia, mostraram que as sementes tiveram menor perda da qualidade
guando armazenadas em embalagens de papel e camara seca, no entanto, mesmo
nestas condi¢cbes, a germinacdo apos 360 dias foi 27% menor em relacdo a

germinacao inicial.
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Figura 15. A) Germinacdo (Gmax), B) Tempo para atingir 50% de germinacao (Tso), C) Uniformidade
(Usa16), D) Area abaixo da curva (AAC), E) Plantulas Normais (PN) e F) Comprimento de raizes (CR)
de sementes de Schinus terebintifolia armazenadas durante 15 meses em dois ambientes diferentes.
*Médias seguidas de mesma letra mailsculas entre periodos de armazenamento (0, 3, 6, 9 e 15 meses)
e minusculas entre ambientes (temperatura ambiente e refrigerado) ndo diferem estatisticamente entre
si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

A maior germinacdo de sementes armazenadas em ambiente refrigerado em
comparacao com temperatura ambiente ja foi desmonstrada para outras espécies
florestais nativas do Brasil, como Myracrodruon urundeuva Fr. All. e Jacaranda
cuspidifolia (SCALON et al., 2006; GUEDES et al., 2012). No mesmo sentido, Silva et
al., (2011), verificaram que a germinacao de sementes de ipé-amarelo - Tabebuia
serratifolia (Vahl.) Nich. se torna nula aos nove meses quando armazenadas em
temperatura ambiente, enquanto que, em camara fria, as sementes permanecem

viaveis durante 12 meses de armazenamento.
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As sementes armazenadas em temperatura ambiente apresentaram uma
germinacao mais lenta, avaliada pelo Tso, aos 6 e aos 15 meses, quando comparadas
as armazenadas em ambiente refrigerado. O armazenamento em ambiente de
laboratério também reduziu a velocidade de germinacdo em outras espécies nativas
da familia Anacardiaceae, como Myracrodruon urundeuva Fr. All quando comparadas
com as mantidas em camara refrigerada, mostrando que as oscilagdes das condi¢cdes
nao controladas desse ambiente de armazenamento interferem diretamente na perda
do vigor das sementes em menor periodo (GUEDES et al., 2012; ALVES et al., 2020).

Quanto a uniformidade de germinagcdo, avaliado pelo Ussis, somente na
avaliacdo aos 6 meses de armazenamento as sementes mantidas em ambiente
refrigerado apresentaram uma germinacao siginificativamente mais uniforme (p<0,05)
comparadas as mantidas em temperatura ambiente. Ja a avaliacdo do desempenho
da germinacao, traduzida pelos valores de AAC, mostrou que as sementes de S.
terebinthifolia mantidas em ambiente refrigerado nao apresentaram variacoes
significativas nos valores do AAC ao longo dos 15 meses, no entanto, quando
mantidas em temperatura ambiente houve uma reducao significativa (p<0,05) dessa
variavel logo aos 3 meses de armazenamento.

Apesar de serem classificadas como ortodoxas, outros trabalhos também
mostraram a reducdo na germinacdo das sementes de S. terbinthifolia durante o
armazenamento em diferentes condi¢des. Em estudo realizado por Silva-Mann et al.,
(2013), com sementes dessa espécie coletadas na regido do Baixo Sao Francisco-
SE, armazenadas em camara fria a temperatura de 6°C + 2 e umidade relativa do ar
de 60 a 65% durante 24 meses, também foi observada reducédo na germinacgéo e vigor
de sementes ao longo do armazenamento, sendo esta reducdo mais acentuada apos
16 meses. Da mesma forma, Oliveira et al., (2018) avaliando a qualidade de sementes
de S. terebinthifolia armazenadas em embalagens de vidro vedados com tampa
emborrachada durante quatro meses em dois ambientes, também observaram uma
reducdo na qualidade de sementes quando armazenadas em ambiente de laboratorio
comparado ao ambiente refrigerado.

Além da temperatura, a umidade relativa do ambiente também tem forte
influéncia na manutencdo da qualidade de sementes durante 0 armazenamento.
Ribeiro et al., (2018), mostraram que sementes de S. terebinthifolia mantiveram a
porcentagem de germinacdo elevada quando armazenadas em ambientes com 34 e

55% de UR, ja quando armazenadas em ambientes com 93 e 75% de UR, as mesmas
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perderam sua viabilidade ap0s o segundo e oitavos meses de armazenamento,
respectivamente. A perda da capacidade de germinacdo das sementes apds o
armazenamento esta relacionada a mudancas estruturais em varias organelas. Essas
mudancas incluem distorgbes da membrana externa e/ou cristas de mitocondrias,
fragmentacao ou desaparecimento de complexos de Golgi e reticulo endoplasmaético,
goticulas de lipidios se fundindo para formar corpos maiores ou irregulares, dissolugcéo
das proteinas de membranas de organelas, degradacao da estrutura da membrana
plasmatica e parede celular, além da condensacdo de cromatina nuclear (SMITH,;
BERJAK, 1995; ZHANG et al., 2021).

A avaliacdo da porcentagem de plantulas normais (PN) mostrou que apos 15
meses de armazenamento em temperatura ambiente houve uma reducao significativa
(p<0,05) neste parametro, quando comparado aos demais periodos. J& 0 ambiente
refrigerado foi capaz de manter a porcentagem de plantulas normais obtidas nos
testes de germinacdo ao longo dos 15 meses. Nao houve diferenca estatisitica
(p<0,05) entre os ambientes e periodos de armazenamento para as variaveis massa
seca de raiz, massa seca parte aérea e comprimento de parte aérea, 0s quais
apresentaram valores médios, respectivamente, de 1,04 mg/plantula; 3,06 mg/plantula
e 2,07 cm.

A avaliagdo do vigor das sementes durante o armazenamento com base no
comprimento de raiz (CR), mostrou que, tanto as plantulas obtidas de sementes
mantidas em ambiente refrigerado quanto em temperatura ambiente tiveram uma
reducdo significativa (p<0,05) no tamanho de raizes ao longo do armazenamento. De
acordo com Marcos Filho (2015), uma das modificac@es fisioldgicas ocasionadas pelo
baixo vigor € a dimuicdo da velocidade e crescimento de plantulas, interferindo
negativamente no estabelecimento da cultura. Dessa forma, as duas condigbes
testadas n&o foram eficazes para evitar a diminui¢cdo do vigor das sementes expresso
pelo comprimento de raizes, mas a condicdo de ambiente refrigerado foi capaz de
manter a porcentagem, velocidade e nimero de plantas normais mais estaveis, apos

15 meses de armazenamento.
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4.3.5. AvaliagOes bioquimicas durante o armazenamento

As atividades das enzimas SOD, CAT e APX em sementes de S. terebinthifolia
tiveram diferentes comportamentos ao longo do armazenamento por 15 meses nos
dois ambientes de conservacéo estudados. Houve aumento na atividade enzimatica
(p<0,05) da superoxido dismutase (SOD) apenas aos trés meses de armazenamento
em ambos os ambientes. Nos demais meses, a atividade dessa enzima se manteve
semelhante ao tempo zero (Figura 16). A SOD compreende uma familia de
metaloenzimas com isoformas diferentes, que sao reguladas em diversos momentos
e localizacbes subcelulares por varios tipos de estresse bibtico e abidtico (GILL;
TUTEJA, 2010). Gao, Yan e Chen (2015) também encontraram aumento na atividade
da enzima SOD em sementes de Jatropha curcas L. apés 3 meses de armazenamento
tanto em temperatura ambiente quanto em ambientes refrigerados (4, -20 e -80 °C).
Esse aumento na atividade desta enzima aos trés meses de armazenamento pode ter
ocorrido devido ao ajuste inicial causado pela mudanca das condigbes nas quais a
semente foi exposta nos ambientes de armazenamento.

Quando as sementes foram mantidas em temperatura ambiente, a maior
atividade da catalase (CAT) ocorreu aos seis e nove meses, diferenciando-se também
da condicdo de ambiente refrigerado nos mesmos periodos. Em ambas as condi¢cdes
de armazenamento, houve uma reducéo significativa na atividade da enzima catalase
apos os 15 meses. A CAT, que realiza a decomposi¢ao de peréxido de hidrogénio em
oxigénio e agua, participa da eliminacdo de ERO em todas os organismos aerobicos
(GILL; TUTEJA, 2010). O aumento na atividade dessa enzima aos seis € nove meses
na condicdo ambiente, bem como a manutencdo da atividade desta enzima até os
nove meses na condi¢cao refrigerada, pode ser interpretado como uma tentativa de
defesa celular contra os radicais livres e outras moléculas formadas devido ao

estresse do armazenamento e a deterioracao fisiologica.
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Figura 16. A) Atividade das enzimas superéxido dismutase (SOD), B) catalase (CAT), C) ascorbato
peroxidase (APX) e D) teor de malondialdeido (MDA), em sementes de Schinus terebintifolia
armazenadas durante 15 meses em dois ambientes diferentes. *Médias seguidas de mesma letra
mailsculas entre periodos de armazenamento (0, 3, 6, 9 e 15 meses) e mindsculas entre ambientes
(temperatura ambiente e refrigerado) ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade.

A atividade da enzima ascorbato peroxidade (APX) também foi influenciada
pelas condicbes de armazenamento. As sementes mantidas em temperatura
ambiente apresentaram maior atividade aos quinze meses (p<0,05), jA no ambiente
refrigerado a atividade se manteve estavel ao longo dos periodos avaliados. A CAT
reduz os niveis de H202 nos peroxissomos. J& a APX apresenta pelo menos cinco
isoformas, incluindo tilacéides (tAPX) e formas de membrana de glioxissomas
(gmAPX), bem como a forma solivel do estroma dos cloroplastos (SAPX) e a forma
citosélica (CAPX) (GILL; TUTEJA, 2010; KARUPPANAPANDIAN et al., 2011). Desta
forma, o aumento de APX aos 15 meses de armazenamento na condicdo de
temperatura ambiente pode ter ocorrido pelo aumento dos niveis de H202 em outros
locais das células, como o citosol. Ja foi demonstrado que as atividades da enzima

SOD, CAT e APX se mantiveram estaveis ao longo do armazenamento de sementes
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de S. terebinthifolia submetidas a diferentes porcentagens de umidade relativa ao
longo do armazenamento, especialmente SOD e APX que se mantiveram em niveis
baixos (RIBEIRO et al., 2018).

Em um estudo de Melo et al., (2020), os autores verificaram aumento da
atividade das enzimas SOD, CAT e APX apods 12 meses em sementes de Moringa
oleifera Lam armazenadas em ambiente refrigerado (4°C e 20-25% UR) e em camera
de crescimento (27 °C e 60-65% UR). Essas condi¢cdes de armazenamento também
aumentaram a atividade dessas trés enzimas em sementes de Araucaria angustifolia,
armazenadas por 90 dias (ARALDI et al., 2016). Em estudo de Kong, Hou e Mao
(2015), avaliando a atividade de SOD, CAT e APX em sementes de Avena sativa L.
(aveia) armazenadas com diferentes graus de umidade sob a temperatura de 4 °C,
nos periodos de 0, 6 e 12 meses, houve aumento da atividade de SOD e CAT aos 6
meses em sementes com grau de umidade de 4 e 16%, respectivamente, seguidos
de reducdo aos 12 meses. Ja na APX, houve um aumento na atividade aos 6 meses,
gue se manteve na avaliacdo de 12 meses.

A extenséo do estresse oxidativo em uma célula € determinada pela quantidade
de O2°~, H20:2 e radicais hidroxila produzidos. Portanto, o equilibrio das atividades de
SOD, CAT e APX séao cruciais para suprimir os niveis téxicos de ERO em uma célula.
Porém, o desequilibrio de uma enzima eliminadora pode induzir mecanismos
compensatorios, e assim como ocorreu no nosso estudo, a enzima APX pode ser
regulada para cima quando a atividade CAT é reduzida nas plantas (APEL; HIRT,
2004).

O malondialdeido (MDA), um dos produtos de decomposic¢ao dos acidos graxos
poliinsaturados-AGP da membrana, pode ser considerado um indicador confiavel
desse estresse oxidativo (RATAJCZAK et al., 2019; KARUPPANAPANDIAN et al.,
2011). Nessa avaliagao, foi observado que quando as sementes foram armazenadas
em temperatura ambiente houve um aumento significativo (p<0,05) no teor de MDA,
gue apresentou maiores valores a partir dos seis meses de armazenamento. Ja no
ambiente refrigerado ndo houve aumento nos valores de MDA, sendo verificados
menores valores quando comparado a condigdo de temperatura ambiente ja nos 3
meses apds o inicio do armazenamento. Diferente dos resultados obtidos nesse
estudo, Ribeiro et al., (2018) observaram uma reducao no nivel de MDA em sementes
de S. terebinthifolia ao longo do armazenamento realizado em diferentes

porcentagens de umidade relativa.
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Sabe-se que as células vegetais podem sofrer danos causados pelo excesso
de ERO devido a alta quantidade de AGPI em fosfolipidios de membrana, por isso,
esse dano € considerado o principal evento que ocorre no envelhecimento da
semente. Diversos estudos tém mostrado que o MDA, como o produto final da
peroxidacéo lipidica, tem sido usado com sucesso como um indicador desse nivel de
peroxidacao lipidios e danos de membrana (GAO et al., 2015; EBONE; CAVERZAN;
CHAVARRIA, 2019). Esses fatores causam a morte celular através da abertura de
poros, perda da homeostase i6nica e rompimento da membrana, interferindo em sua
funcdo e comprometendo o metabolismo e germinacdo das sementes apds o
armazenamento (KAEWNAREE et al., 2011; AGMON et al., 2018).

Houve diferenca estatistica (p>0,05) na avaliacdo de permeabilidade de
membranas, por meio do teste de condutividade elétrica na comparacdo das duas
condi¢des de armazenamento. As sementes armazenadas por 15 meses em ambiente
refrigerado tiveram uma liberacdo de eletrdlitos 27% menor quando comparadas as

gue foram mantidas em temperatura ambiente (Figura 17).
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Figura 17. Avaliacdo da Condutividade Elétrica
(uS/cm*/gt) em sementes de Schinus terebinthifolia
armazenadas durante 15 meses em dois ambientes
diferentes. *Médias seguidas de letras diferentes
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade.

A bicamada semipermeavel de fosfolipidios que compBe a membrana
plasmatica tem uma forma cilindrica, porém, quando as sementes se deterioram, 0s
fosfolipidios se organizam em um formato de cone, o que faz com que a membrana

seja incapaz de manter uma bicamada uniforme. Essas mudangas morfologicas levam
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a mudancgas na estrutura celular e na permeabilidade seletiva da membrana (EBONE;
CAVERZAN; CHAVARRIA, 2019). Portanto, uma caracteristica comum das sementes
envelhecidas € seu aumento na quantidade de lixiviados quando as sementes séo
embebidas em agua (LOPEZ-FERNANDEZ et al., 2018, ZHANG et al., 2021). No
nosso estudo, o aumento no conteddo de MDA e a maior permeabilidade de
membranas foi positivamente relacionado ao nivel de deterioracdo e a dimuicdo na
germinabilidade do lote de sementes mantido em temperatura ambiente.

Nesse sentido, 0 aumento na peroxidagao lipidica (MDA) assim como a maior
atividade de algumas enzimas e a perda da qualidade de sementes mais acentuada
guando armazenadas em condicdo de temperatura ambiente, pode ser atribuido a
sequéncia de eventos que caracterizam a deterioracdo das sementes. O
envelhecimento da semente causa varias mudancas deletérias dentro das células,
como dano ao DNA, perda de sintese de RNA, perda de integridade da membrana,
entre outros (WOJTYLA et al., 2016). Além disso, varias enzimas criticas para o
metabolismo, como ATP sintase, amilase, citocromo c oxidase, carboxilase,
desidrogenases, DNA polimerase, DNA ligase, esterase, lipoxigenase, fosfatases e
proteinases, séo inativadas quando as sementes se deterioram (ZHANG et al., 2021).
Essas perdas podem resultar em diminuicdo no potencial respiratério na semente, e
consequentemente, menor producdo de energia (ATP) e compostos essenciais,
levando a menores percentagens de germinacao (XIN et al., 2014; ZHANG et al.,
2021). Segundo Hooks, Allen e Wattis (2010), o envelhecimento e a oxidacgao lipidica
também podem comprometer o consumo de reservas e sua mobilizacdo para o
processo de germinacao.

A reducao na qualidade fisiolégica das sementes armazenados em temperatura
ambiente, bem como os danos ha membrana, demonstrados pelo aumento no teor de
MDA e da lixiviacao de eletrdlitos no teste de condutividade elétrica, indicam que essa
condicdo ocasionou uma maior deterioracdo nas sementes ap0s 15 meses de
armazenamento (Figura 18). JA o ambiente refrigerado foi capaz de preservar as
estruturas basicas para o metabolismo da germinagdo de S. terebinthifolia, 0 que
contribuiu para sua conservacado ao longo deste periodo. O armazenamento em
baixas temperaturas ja provou ser uma técnica eficiente para prevenir a mobilizagédo
de compostos de reserva de sementes de espécies nativas como Amburana
cearenses (Allemdo) AC Sm. e garantiu uma boa emergéncia de plantulas de
Adenanthera pavonina L. (ARAUJO et al., 2017; GUGE et al., 2019).
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Figura 18: Alteragdes fisioldgicas e bioquimicas ocorridas durante o armazenamento sementes de

aroeira-vermelha em 2 condicdes.

A reserva dos cotilédones de S. terebinthifolia consiste, principalmente, de
proteinas e lipideos (CARMELLO-GUERREIRO; PAOLI, 1999), por isso, o alto teor
de 6leo pode contribuir para reducdo do seu poder de germinacdo. Os lipidios tém
menos estabilidade quimica do que o amido, com isso, em condicfes de baixas
temperaturas, como as do ambiente refrigerado utilizado neste trabalho, ocorreu uma
diminuicdo do metabolismo, resultando em uma menor atividade fisiolégica e menor
perda de substancias de reserva devido a respiracdo e peroxidacao lipidica (MARCOS
FILHO, 2015; BALESEVIC-TUBIC et al., 2010).

Nosso estudo sugere que a eliminacdo de ERO pelo sistema enzimatico pode
nao ser suficiente para garantir a mesma qualidade inicial das sementes ao longo do
armazenamento, principalmente em condi¢bes de temperatura ambiente. As perdas
da viabilidade e vigor das sementes podem estar relacionadas a danos oxidativos
localizados no eixo embrionario (EBONE; CAVERZAN; CHAVARRIA, 2019), tendo em
vista que a diminui¢cdo do tamanho das raizes foi observada em ambas as condi¢des
ao longo dos 15 meses de armazenamento. No entanto, as alteracdes na atividade
das enzimas SOD, CAT e APX sugerem que elas estejam relacionadas com a
eliminacdo do excesso de ERO e, consequentemente, na reducdo desse dano
oxidativo ao embrido, visto que nas duas condicdes houve uma germinacao
satisfatoria ao final dos 15 meses. O nosso estudo também mostra o papel

fundamental das enzimas antioxidantes (SOD, CAT e APX) na manutencdo da
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viabilidade, qualidade e vigor das sementes de S. terebinthifolia durante o
armazenamento. No entanto, estudos adicionais sdo necessarios para elucidar se o
estresse oxidativo em partes especificas do embrido esta relacionado com a

deterioracdo das sementes dessa espécie.

4.4. CONCLUSAO

As sementes obtidas de frutos no estadio Vermelho apresentam melhor
qualidade fisiologica representada pela massa seca, tamanho, peso de mil sementes,
germinacgdo, vigor e desenvolvimento inicial de plantulas, além de serem mais
tolerantes a secagem, sendo assim pode-se considerar este o estadio no qual as
sementes atingem a maturidade fisioldgica para serem colhidas.

A secagem ambiente reduz significativamente o desempenho germinativo de
sementes de S. terebinthifolia, podendo este fato ser indicativo da menor toleréncia a
dessecacdo das sementes desta espécie, o que pode levar a classifica-las como
intermediarias. No entanto, sdo necessarios estudos mais especificos e
apronfundados para a investigacao deste comportamento.

O ambiente refrigerado preservou a longevidade das sementes durante 15
meses, sendo uma condicao indicada para o armazenamento por esse periodo.

Houve uma relacdo entre as atividades das enzimas SOD, CAT e APX e a
manutencdo da viabilidade das sementes, portanto essas enzimas podem ser
utilizadas como marcadores bioquimicos para avaliacdo a qualidade das sementes.

As sementes armazenadas na condicdo ambiente tiveram menor longevidade
por 15 meses, sendo a perda da qualidade das sementes nessa condi¢ao relacionada
com o aumento da peroxidacao lipidica (MDA) e os danos em membranas (CE),
portanto, estes dois parametros também podem ser considerados como possiveis
marcadores bioquimicos a serem utilizados na avaliacdo da qualidade de sementes

de S. terebinthifolia ao longo do armazenamento.
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5. CAPITULO Il: ENZIMAS ANTIOXIDANTES EM SEMENTES E PLANTULAS DE
AROEIRA-VERMELHA (Schinus terebinthifolia RADDI.) SOB RESTRICAO
HIDRICA

5.1. INTRODUCAO:

Diversos estudos abordam o potencial econémico de espécies nativas brasileiras
que sao proeminentes pelo seu valor nutricional ou medicinal. Entre elas, S.
terebinthifolia, conhecida como aroeira-vermelha ou pimenta-rosa, se destaca por
possuir frutos que sdo amplamente utilizados na culindria como tempero, sendo um
substituto para pimenta, além de fornecer propriedades nutricionais e benéficas a
saude humana (OLIVEIRA et al., 2020). Além disso, a aroeira-vermelha €
tradicionalmente empregada na medicina por suas atividades antioxidantes,
terapéuticas, antissépticas e anti-inflamatoria, cicatrizante e no tratamento de
infeccdes urinarias e respiratorias (BERNARDES et al., 2014; LIMA GLORIA et al.,
2017).

A espécie Schinus terebinthifolia Raddi (Anacardiaceae) é nativa da América do
Sul e se espalhou para outras regides da América Central, Europa, Asia e Africa. No
Brasil € facilmente encontrada ao longo da costa, desde o Nordeste até o Sul e
constitui uma fonte alternativa viavel de renda para a agricultura familiar e pequenos
produtores extrativistas (JESUS et al., 2013). Além disso, devido ao seu valor no
mercado, ja existem no Brasil plantios comerciais para producao de frutos (NEVES et
al., 2016). A espécie também se mostra promissora no processo de recuperacao de
matas ciliares, como potencial fitorremediadora de solos contaminados e na utilizacao
em sistemas agroflorestais consorciada com outras culturas (FERREIRA et al., 2009;
KUKI; OLIVA; COSTA, 2009; FEIJO; MIELKE; GOMES, 2009; BONA et al., 2011;
SILVA et al., 2017).

Com a necessidade de propagacado de arvores nativas, como S. terebinthifolia,
surge a necessidade de conhecimentos que permitam a obtencdo de sementes
dessas espécies com boa qualidade fisica e fisiol6gica, capazes de suprir a demanda
de producéo em larga escala de programas de recomposicao da vegetacao e plantios
comerciais (RIBEIRO-OLIVEIRA; RANAL, 2014; PAPARELLA et al., 2015). Do ponto

de vista de sustentabilidade e conservagao, as pesquisas relacionadas ao processo
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germinativo de suas sementes, podem ser a base para eventual plano de
domesticacdo, manejo, propagacao e uso desta espécie.

Para a realizacdo de recomposi¢cao de matas nativas sdo necessarias sementes
com qualidade (viabilidade e vigor) que possam suportar diversos tipos de estresse,
sendo necessario o estudo do comportamento fisioldgico destas sementes para que
se possa entender melhor os mecanismos de retomada de germinacdo e o0 seu
comportamento sob condi¢cbes ambientais adversas, e assim estabelecer protocolos
de otimizacdo do processo germinativo. Durante a germinacao, as células do embrido
mudam para um estado metabolicamente ativo no qual ocorrem varios eventos
fisiolégicos e bioquimicos, como alongamento e ativacdo do ciclo celular, além de
transcricdo e traducao de proteinas e enzimas antioxidantes, dentre outros compostos
(BEWLEY et al., 2013; ROSENTAL; NONOGAKI; FAIT, 2014; BRITO et al., 2016).

A seca é um dos principais fatores ambientais que afetam a germinacéo de
sementes e estabelecimento de plantulas, alterando a viabilidade e o vigor das
sementes. No entanto, em algumas situa¢fes, a embebicéo controlada pode funcionar
como um pré-tratamento em uma técnica conhecida como condionamento osmatico.
Este método consiste na hidratacdo das sementes em solu¢des de baixo potencial
osmatico por determinado periodo, de modo que as mesmas iniciem a embebicao,
porém, o processo € interrompido assim que entram em equilibrio com o potencial
osmotico da solucdo (PAPARELLA et al.,, 2015). Isso faz com que ocorram 0s
processos iniciais da germinagéo, mas que nao haja expansao e divisdes celulares o
suficiente para que ocorra a protrusdo da radicula embrionéria, ou seja, sem que a
germinacao seja concluida, podendo proporcionar uma emergéncia de plantulas de
forma mais rapida e uniforme (HEYDECKER; HIGGINS; GULLIVER, 1973; DE
CASTRO; HILHORST, 2004; MARCOS FILHO, 2015). No entanto, os fatores
fisiologicos, 0os mecanismos subjacentes relacionados a restricdo hidrica e
osmocondicionamento ndo sdo totalmente compreendidos, especialmente quando se
refere a espécies florestais nativas ainda ndo completamente domesticadas, como é
0 caso de S. terebinthifolia.

Uma caracteristica comum das respostas das plantas em relacdo a todos os
estresses abioticos € a produgdo das chamadas espécies reativas de oxigénio (ROS;
JASPERS; KANGASJARVI, 2010; PETROV et al., 2015). Em condi¢cdes normais, as
ERO sé&o componentes de diversas vias de sinalizacao da célula, sendo produzidas

continuamente como subprodutos das reacfes de oxidacdo-reducdo em niveis
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menores em organelas tais como: cloroplastos, mitocondrias e peroxissomos durante
o desenvolvimento vegetal, no entanto, em condi¢cdes de estresse, ocorre 0 aumento
na taxa de producdo destas espécies, causando danos oxidativos em proteinas,
lipideos e &cidos nucléicos (GILL; TUTEJA, 2010).

Para evitar o efeito desses estresses as plantas desenvolveram sofisticadas
adaptacdes morfologicas, bioquimicas e fisiolégicas para sobreviver no meio ambiente
(HIRAYAMA; SHINOZAKI, 2010). Dentre os mecanismos, estdo a atividade das
enzimas antioxidantes tais como a superédxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e
ascorbato peroxidase (APX), que atuam como removedores de espécies reativas de
oxigénio, evitando os danos das ERO nas células (APEL; HIRT, 2004,
HASANUZZAMAN et al., 2012; KARUPPANAPANDIAN et al., 2011).

Portanto, o entendimento desses mecanismos pode auxiliar no desenvolvimento
de técnicas que promovam a producdo de sementes e mudas mais tolerantes a
estresses abioticos. Diante do exposto, 0 objetivo do presente Capitulo foi avaliar o
efeito da restricao hidrica (estresse osmoético) sobre a germinacao de sementes, vigor
e desenvolvimento de plantulas de Schinus terebinthifolia, o efeito desse estresse na
atividade de enzimas antioxidantes SOD, CAT e APX em sementes e plantulas e o
uso do osmocondicionamento como tratamento pré-germinativo e pré-semeadura

para sementes da espécie estudada.

5.2. MATERIAIS E METODOS

5.2.1. Obtencao das sementes

Os frutos de Schinus terebentifolia utilizados no trabalho foram coletados de
aproximadamente 12 plantas matrizes, localizadas no municipio de Camacari — BA
(Catu de Abrantes). ApGs a coleta, os frutos foram encaminhados ao Laboratorio de
Bioquimica, Biotecnologia e Bioprodutos - LBBB do Instituto de Ciéncias da Saude —
ICS, da Universidade Federal da Bahia (UFBA), Salvador, BA, onde as sementes
foram extraidas e selecionadas as intactas. Para conducdo dos experimentos foram
utilizadas sementes extraidas de frutos maduros (frutos completamente vermelhos),
secos em bancada sob temperatura ambiente (24°C), até atingir o grau de umidade

de 7,6%, quando foram acondicionadas em embalagens de papel kraft, armazenadas
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em caixas plasticas com silica gel, e mantidas em geladeira (5°+ 1,9°C/UR 9 + 2,1%)

durante a conducédo dos experimentos.
5.2.2. Restricao Hidrica (estresse osmotico) em sementes

Para o ensaio de restricdo hidrica, as sementes de Schinus terebinthifolia foram
distribuidas em caixas gerbox, utilizando-se o papel germitest umedecido com trés
vezes o0 peso do papel de agua destilada (controle) e diferentes potenciais de restricdo
hidrica, utilizando-se para tal solu¢cdes osméticas de PEG 8000 (-0.1, -0.2, -0.3, - 0,4
MPa e -0,8 MPa) na temperatura de 25°C. O preparo da solucéo de Polietilenoglicol
(PEG 8000) foi realizado de acordo com as recomendacdes de Vilela e Beckert (2001).
O experimento foi conduzido durante 21 dias, sendo a germinacdo monitorada
diariamente. As sementes foram consideradas germinadas quando houve protuséo
radicular minima de 2 mm. Foram calculados a porcentagem de germinacdo (Gmax),
tempo para 50% da germinagdo total (Tso), uniformidade da germinacgéo (Us4is6) € area
abaixo da curva (AAC) com auxilio do programa “Germinator” (JOOSEN et al., 2010),
além disso, foram avaliados o comprimento e massa seca de raiz de parte aérea das
plantulas obtidas (Figura 19).

Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado com 4 repeticdes de 50

sementes por tratamento.

Embebigéo

Restricao hidrica T
> ——
Grau de umidade 25°C, 12h luz 21d

1,6%

Figura 19: Representagdo esquematica do ensaio de restricao hidrica (estresse osmético)

em sementes de aroeira-vermelha.

5.2.3. Curva de embebicdo em diferentes potenciais osmaoticos

A curva de embebicdo € importante tanto em estudos de permeabilidade do
tegumento, como na determinacdo do periodo de embebicdo em sementes, no
condicionamento osmatico e pré-hidratacdo em sementes. Para tal procedimento, as

sementes foram mantidas em agua destilada (controle) e sob restricdo hidrica em
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solucdo osmatica preparada com PEG 8000 nos potenciais de -0.2 MPa (restricdo na
gual a semente ainda é capaz de germinar) e -0,8 MPa (restricdo hidrica que impede
a germinacdo) e permaceram em germinador (Eletrolab, Mod. EL202) ajustado a
temperatura de 25°C e fotoperiodo de 12 h. Foram utilizadas para cada condi¢cao trés
repeticdes de 50 sementes. A curva de embebicédo foi feita com base no grau de
umidade, calculado através do peso das sementes secas (antes do inicio do
experimento), e apds embebicédo (peso Umido) até completar 240 horas (Figura 20).
O papel foi trocado e reumedecido a cada dois dias para manutencédo da umidade e
do potencial osmético. Para avaliagdo, as sementes foram retiradas e secas
superficialmente com papel toalha, pesadas a cada 24 h em balanca de preciséo,
contadas e colocadas novamente nas condi¢cdes dos tratamentos e retornadas ao

germinador, segundo método descrito por Baskin e Baskin (2001).

embebigao pesagem /I
— ——p )
Grau de umidade 25°C, 12h luz 240h :/
7,6%

Figura 20: Representacdo esquematica do ensaio da curva de embebicdo em diferentes

potenciais osmoticos.

5.2.4 Avaliacao da atividade de enzimas antioxidantes durante a embebicdo de

sementes sob restricdo hidrica

Para as analises bioquimicas, as sementes foram distribuidas em caixas gerbox,
utilizando o papel germitest umedecido com trés vezes o peso do papel com agua
destilada (controle) e sob restricdo hidrica utilizando-se solu¢cées de PEG 8000 nos
potenciais de -0.2 MPa (estresse leve) e -0,8 MPa (estresse severo). As sementes
foram mantidas no germinador (Eletrolab, Mod. EL202) com temperatura de 25°C e
fotoperiodo de 12 horas. Foi utilizado o delineamento experimental inteiramente
casualizado, com esquema fatorial (3x4), sendo trés potencias osmoéticos (0.0, -0.2 e
-0.8 MPa) e quatro tempos de embebicédo (0, 24, 72 e 168 h). As amostras foram

analisadas em triplicata utilizando-se 50 sementes por repeticéo (Figura 21).
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embebicdo

v

Grau de umidade 25°C, 12h luz 0, 24,72, 168h
7,6%

Figura 21: Representacéo esquematica do ensaio da curva de embebicéo

em diferentes potenciais osmaticos.

Os extratos enzimaticos brutos utilizados para a determinacéo das atividades de
SOD, CAT e APX foram produzidos a partir de sementes sem tegumento, liofilizadas
por 48 horas e trituradas em nitrogénio liquido, até obtencdo de um po fino. A
guantificacdo de proteinas totais e a analise da atividade enzimatica foram realizados

de acordo com a descri¢do do item 4.2.5. do Cap. .

5.2.5. Restricao hidrica (estresse osmotico) em plantulas

Para se avaliar o efeito da restricdo hidrica em plantulas de Schinus
terebinthifolia, as sementes foram postas para germinar em caixas gerbox na
temperatura de 25°C, utilizando-se como susbtsrato o papel germitest umedecido com
agua em volume equivalente a trés vezes o peso do papel. Apos quatro dias da
protusdo da radicula, foram selecionadas trés repeticdes de 10 plantulas de tamanho
homogéneo para cada uma das seguintes condi¢cdes: um tratamento foi transferido
para caixas gerbox com substrato umedecido com solucdo de PEG -0,2 MPa
(tratamento de estresse) e outro foi retransferida para caixas gerbox com substrato
umedecido com agua destilada (tratamento controle).

ApGs mais quatro dias submetidas as duas condi¢6es descritas, foram avaliados
0s parametros de comprimento de raiz e parte aérea. Posteriormente as plantulas
foram retiradas, seccionadas em trés partes (raiz, hipocaétilo e colétidones), das quais
uma parte das amostras foi usada para determinagcédo da massa seca e outra parte foi
imediatamente congeladas, liofilizadas por 48 h, trituradas em nitrogénio liquido e
armazenadas em freezer -80 °C (Figura 22).
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CONTROLE
Agua (0.0 MPa)

4d, 25°C, 12h luz V
Cotilédones

Hipocétilo

10 plantulas/repet.

H
. \r ﬂ Raiz

25°C, 12h luz v
Agua (0.0 MPa) Cotilédones

—_—
Hipocaétilo
ESTRESSE I _
PEG -0.2 MPa Raiz

4d, 25°C, 12h luz

Figura 22: Representagdo esquematica do ensaio para a avaliacao do efeito da restricdo hidrica em

plantulas.

Para extracao e quantificacéo de proteinas, foram produzidos extratos com 0,02
g das amostras trituradas de hipocoétilo e cotilédone, e 0,01 g de de raiz, seguido da
adicdo de 400 mL (hipocétilo e cotilédone) e 200 mL (raiz) do meio de
homogeneizacédo: potassio 0,1 M tampéao fosfato de potassio (pH 6,8), 0,1 mM de
acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e 1% (p/v) de polivinilpirrolidona (PVP). O
extrato foi entdo centrifugado a 12.000 x g por 30 min a 4 ° C. Apds a extracao,
aliquotas foram tomadas para quantificar as proteinas totais e determinar a atividade

das enzimas SOD, CAT e APX, conforme descrito no item 4.2.5 do Cap. .

5.2.6. Efeito do osmocondicionamento sobre a qualidade de sementes

Para se avaliar efeito do osmocondicionamento, as sementes de S. terebinthifolia
foram submetidas a diferentes potenciais osméticos (-0.2, -0.4, -0.6, -0.8 e -1,0 MPa)
mantidas em germinador (Eletrolab, Mod. EL202) com temperatura de 25°C e
fotoperiodo de 12 h. Para isso, as sementes foram distribuidas entre papeis germitest,
sendo dois papeis na parte de baixo e um para a cobertura, umedecidos com a
solucéo teste em volume equivalente a trés vezes o peso do papel, e mantidas nestas
condi¢cbes durante sete dias. Os papéis foram trocados e reumidecidos a cada dois

dias, para manutencao da umidade e do potencial osmatico.
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Para avaliar o efeito da secagem apds osmocondicionamento, uma parte das
sementes foi posta imediatamente para germinar, ap0s serem retiradas do
osmocondicionamento (sementes frescas) e uma parte das sementes foi posta para
secar em condi¢cdes de temperatura ambiente até atingirem o peso inicial (sementes
secas). Posteriormente as sementes foram colocadas para germinar, em caixas
gerbox com com papéis germitest umedecedos com agua em volume equivalente a
trés vezes o peso do papel e mantidas em germinador (Eletrolab, Mod. EL202) com
temperatura de 25°C e fotoperiodo de 12 h. Foram utilizadas sementes né&o
osmocondicionadas como controle (Figura 23).

SEM Osmocondicionadas Osmocondicionadas
osmocondicionamento FRESCAS SECAS
* osmocondicionamento * secagem
7d, 25°C, 12h luz 5d, 24°C, 30% UR
Grau de umidade Grau de umidade
7,6% 7,6%

Figura 23: Representacdo esquemética do ensaio da avaliacdo do efeito do osmocondicionamento

sobre a qualidade de sementes.

Os parametros avaliados foram: germinacdo maxima (Gmax), tempo para 50% da
germinacao total (Tso), uniformidade da germinacéao (Us4is) € area abaixo da curva
(AAC), além do comprimento e massa seca de raiz e da parte aérea das plantulas. Os
resultados obtidos apds 21 dias do teste de germinacao foram analisados com auxilio
do programa “Germinator” (JOOSEN et al., 2010).

5.2.7 Anélise estatistica

Os dados foram testados para ajuste a distribuicdo normal, submetidos a anélise
de variancia (ANAVA) e as médias dos ensaios de restricdo hidrica foram comparadas
pelo teste de Tukey, e os de osmocondicionamento pelo teste Dunnett, a 5% de
probabilidade, empregando-se o Programa de Andlise Estatistica Sisvar 5.0
(FERREIRA, 2000) e Graphpad Prism 8.4.3 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA,

EUA), respectivamente.
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5.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1. Restricdo hidrica (estresse osmaotico) em sementes

Os ensaios de restricdo hidrica em sementes de Schinus terebinthifolia
submetidas a diferentes potenciais osmoticos, mostraram que ndo houve germinacao
a partir do potencial de -0,4 MPa, por isso, foram considerados para analise dos dados
apenas os tratamentos: agua destilada (controle) e solucdo osmética de PEG -0,1; -
0,2 e -0,3 MPa. A maxima germinacédo de 70,5%, ocorreu quando as sementes foram
embebidas em agua destilada, diferenciando-se estatisticamente (p < 0.05) de todos
0S outros tratamentos, que apresentaram 52,5; 46,0 e 8,0%, nos potenciais de -0,1; -
0,2 e -0,3 MPa, respectivamente (Figura 24). Ja em estudo realizado com sementes
de aroeira-do-sertdo (Myracrodruon urundeuva), outra Anacardiaceae nativa do Brasil
e natural do cerrado e caatinga, Virgens et al., (2012) consideraram o potencial de -
0,2 MPa o 6timo de germinabilidade, -0,7 MPa promoveu 50 % de germinacéo e a
partir de -0,9 MPa a germinabilidade foi nula, mostrando a grande diferenca de
resposta a restricdo hidrica durante a germinagdo em espécies da mesma familia,
porém, adaptadas a diferentes ecossistemas.

O Tso avalia o vigor do lote de sementes, através do tempo necessario para
atingir 50% da germinacdo total, ou seja, quanto menor este valor, maior a velocidade
de germinacéo. Nesta avaliacdo, todos os tratamentos de estresse se diferenciaram
estatisticamente (p < 0.05) do controle. As sementes submetidas aos potenciais de
estresse de -0,1; -0,2 e -0,3 MPa demoraram, respectivamente, 78,6; 134,0 e 190,4
horas a mais para atingirem 50% de germinacéo, quando comparadas ao tratamento
controle, que apresentou Tso de 139,4 h. Isso demonstra o efeito fisioldgico da
restricdo hidrica, sendo promovido um atraso na expansao e divisdo das células, e,

consequentemente, na protusao da raiz.
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Figura 24. A) Germinacdo (Gmax), B) Tempo para atingir 50% de germinagéo (Tso), C)
Uniformidade (Uss16), D) Area abaixo da curva (AUCsson), E) Plantulas Normais (%), F) Massa
seca de raiz (MSR) G) Comprimento de Parte Aérea (CPA) e H) Comprimento de raiz (CR) de
sementes e plantulas de Schinus terebintifolia em diferentes potenciais osmoéticos (restricdo
hidrica). *Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.
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Quanto a uniformidade, representado pelo Ussis, a germinacdo foi mais
desuniforme, ou seja, o maior valor de Usaie, foi obtido no potencial de -0,1 MPa,
seguido do potencial -0,2 MPa. J& o célculo da Area Abaixo da Curva (AAC), que
avalia o vigor das sementes a partir do Gmax, Ts0 e Us4a16, mMoStrou que os tratamentos
de estresse de -0,1; -0,2 e -0,3 MPa apresentaram, respectivamente, uma reducao de
43,7, 59,4 e 94,6% quando comparados ao controle, diferenciando-se
estatisticamente (p < 0.05) entre si.

O estresse também afetou a porcentagem de plantulas normais obtidas no teste.
O tratamento controle apresentou 54,0% de plantulas normais, enquanto 0s outros
tiveram 43,5 e 23,0% de plantulas normais. No potencial de -0,3 MPa nao foram
obtidas plantulas. A média de massa seca de raizes foi de 2,29 mg/plantula no
tratamento controle e os potenciais de -0,1 e 0,2 reduziram significativamente a massa
seca de raizes em 58,4 e 77,3%, respectivamente, quando comparados ao tratamento
controle.

Com relagcédo ao crescimento inicial e vigor das plantulas obtidas, observou-se
gue os tratamentos de estresse de -0,1 e -0,2 MPa proporcionaram reducao de 29,8
e 40,3% respectivamente no comprimento de parte aérea e 75,9 e 83,1% no
comprimento de raizes. E possivel observar um dréastico efeito da restrigdo hidrica
sobre as estruturas das plantulas em todos os potenciais de restricado hidrica,
mostrando a importancia da disponibilidade hidrica no processo de estabelecimento

de plantulas da espécie (Figura 25).
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Figura 25. Efeito da restricao hidrica sobre a germinacao de sementes e estabelecimento inicial de
plantulas de S. terebinthifolia apés 21 dias. A restricdo hidrica nos potenciais de -0,1 e -0,2 MPa
provocaram a diminuicdo do tamanho da parte aérea e das raizes das plantulas, enquanto no
potencial de -0,3 MPa as sementes ndo conseguiram completar o processo germinativo,
apresentando apenas o inicio da protrusédo radicular. (Fonte: Autor).
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A intensidade da resposta germinativa ao estresse hidrico € variavel entre as
sementes de diferentes espécies. Em Amburana cearenses, uma espécie nativa
caracteristica da caatinga, a restricdo de agua utilizando solucdes de PEG afetou a
absorcdo de agua e sua germinabilidade (PEREIRA et al., 2014). Sementes de
jenipapo - Genipa americana L. também reduziram o vigor e a germinacdo quando
submetidas a restricdo hidrica, cessando a germinagéao nos potenciais de -0,3 e -0,4
MPa em solu¢cbes de PEG 6000. No mesmo trabalho, o potencial de -0,3 MPa permitiu
condicionamento osmético, enquanto que em -0,4 MPa houve interferéncia negativa
no vigor das sementes (SANTOS; SILVA-MANN; FERREIRA, 2011).

5.3.2. Curva de Embebicdo em diferentes potenciais osmoticos

As sementes de Schinus terebinthifolia submetidas aos trés potenciais
osmoticos, apresentaram variagdo nos graus de umidade (%) alcancados nos
diferentes tempos de embebicdo. Quando embebidas em agua destilada (controle),
as sementes tiveram um rapido aumento no grau de umidade logo nas primeiras
horas, com mudanca da fase | para fase Il jA com quatro horas ap6s o inicio da
embebicdo. Durante a fase Il, houve um aumento crescente e gradual no grau de
umidade até as 72 h, quando ocorreu a protusdo da radicula das primeiras sementes,
caracterizando a mudanca para fase Il (Figura 26).

Quando embebidas em solucéo de PEG no potencial de -0,2 MPa, a absorc¢éo
ocorreu de forma mais lenta comparado ao controle. A fase | teve duragao de 24 horas
e a protusdo da radicula neste potencial ocorreu somente apo6s 168 horas de
embebicédo, indicando que neste potencial as sementes permaneceram na fase Il 76
horas a mais quando comparado as sementes embebidas em agua destilada. Ja nas
sementes embebidas com solucao osmética no potencial de -0,8 MPa, nao foi possivel
identificar a mudanca da fase | para fase Il e ndo houve protuséo da radicula ao longo
das 240 h de avaliacdo, constatando-se que neste potencial as sementes néo
absorvem agua suficiente para completarem a germinacdo no numero de horas

avaliadas.

107



200

—fi—-(0,0 MPa (Controle)
—e¢— PEG -0,2 MPa
160 -4+ PEG -0,8 MPa &"

120

80

Teor de Agua (%)

40

72 96 120 144 168 192 216 240

o
[
N
N4
(oe}
[N
N
[
»
N
N
B
[ee]

Tempo (h)

Figura 26. Curva de Embebicdo de sementes de Schinus terebinthifolia em agua destilada (controle) e
solucdes de PEG 8000 com diferentes potenciais osmoticos a 25 °C. As setas vermelhas indicam a
mudanca das fases |, Il e lll, segundo definicéo de Bewley et al. (2013).

0,0 MPa: y = -0,2475x? + 13,708x + 8,4705 (R2 = 0,966)
-0,2 MPa: y = -0,3333x? + 9,1359x + 11,006 (R? = 0,937)
-0,8 MPa: y =-0,2721x? + 6,7899x + 7,4843 (R2 = 0,941)

5.3.3. Avaliacédo da atividade de enzimas antioxidantes durante a embebicao de

sementes sob restricdo hidrica

O sistema enzimatico antioxidante de sementes de Schinus terebinthifolia
apresentou diferentes comportamentos ao longo do processo de embebicdo nos
diferentes potenciais de restricdo hidrica (Figura 27). A atividade da enzima
superoxido dismutase (SOD) manteve-se estavel quando as sementes foram
embebidas em agua destilada. No entanto, foi observado um aumento significativo na
atividade dessa enzima ap0s 168 h de embebicdo no potencial de -0,2 MPa e 24 h de
embebicdo no potencial de -0,8 MPa. Neste ultimo potencial, diferentemente dos
demais, houve uma reducdao significativa na atividade da enzima nos tempos de 72 h

e 168 h de embebicéo.
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Figura 27. Atividade das enzimas Superéxido Dismutase (A) Catalase (B) e
Ascorbato Peroxidase (C) em sementes de Schinus terebinthifolia sob
diferentes potenciais de restricdo hidrica (MPa). *Médias seguidas de mesma
letra mailsculas entre tempos de embebigdo (0, 24, 72 e 168 meses) e
minUsculas entre potenciais de embebi¢cdo (Controle; -0,2 MPa e -0,8 MPa)
ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade.

Potencial de Embebicao
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Quando embebidas em &gua destilada e em PEG a -0,8 MPa, houve um
aumento siginificativo (p < 0.05) na atividade da enzima catalase nas primeiras 24 h,
seguido de uma reducdo nos tempos de 72 e 168 h. Ja quando submetidas ao
potencial osmaético de -0,2 MPa, também ocorreu um aumento significativo na
atividade desta enzima logo nas 24 h de embebic&o, que se manteve até as 168 h. A
atividade dessa enzima no potencial de -0,2 MPa, nos tempos de 72 e 168 h, foi
estatisticamente superior quando comparado aos demais potenciais.

Quando as sementes foram embebidas em agua destilada (controle) e em
solucdo de PEG -0,2 MPa, ndo houve diferenca estatistica na atividade da enzima
ascorbato peroxidase (APX) ao longo dos periodos avaliados. No entanto, assim como
nas demais enzimas avaliadas, ocorreu um aumento significativo (p < 0.05) na
atividade desta enzima nas 24 h quando imersas no potencial -0,8 MPa, seguidas de
uma reducao gradual nos tempos de 72 e 168 h. Na avaliagéo do efeito dos diferentes
potenciais osmoticos dentro de cada periodo, nota-se que a atividade da APX no
potencial -0,8 MPa em 24 h e no potencial de -0,2 MPa em 168 h foi estatisticamente
superior aos demais. Assim como no nosso estudo, Pereira et al., (2014)
demonstraram que sementes de Amburana cearensis mantiveram niveis similares de
atividade antioxidante, mesmo depois da reativacdo do metabolismo, apds a
embebicdo, e a restricdo hidrica promoveu um aumento significativo na atividade
antioxidante em sementes dessa espécie apos 72 h de embebicéo.

Os resultados aqui encontrados podem ser relacionados aos de germinagéo,
pois a reducdo na germinacdo de sementes de S. terebinthifolia sob restricdo hidrica
pode ser explicada por um provavel desbalanco entre a producdo de ERO e a
capacidade do sistema antioxidante dessas sementes em combaté-los. O aumento da
atividade das enzimas SOD e CAT no potencial de -0,2 MPa, bem como o aumento
da atividade das trés enzimas no potencial de -0,8 MPa logo nas 24 h, demonstram
que provavelmente o estresse hidrico provocou um aumento na producdo de ERO e
gue houve ativacdo da defesa antioxidante para tentar evitar o estresse oxidativo e
manter o metabolismo da semente estavel para germinacdo (GILL; TUTEJA 2010;
HASANUZZAMAN et al., 2012).

No entanto, a posterior reducdo na atividade das trés enzimas nos tempos de 72
e 168 h quando mantidas em PEG -0,8 MPa, pode ser relacionada a um provavel
acumulo de ERO e consequentemente danos ao sistema antioxidante nessa condicéo

de estresse severo. Sabe-se que a integridade dos sistemas antioxidantes também é
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de vital importancia para as sementes, por isso, 0 compromentimento da maquinaria
antioxidante pode reduzir significativamente a eficiéncia da germinacdo em condi¢cdes
de restricdo hidrica (CHEN et al., 2014; PETROV et al., 2015). O superacumulo de
ERO pode causar danos oxidativos a uma ampla gama de componentes celulares e
causar danos ao DNA, reduzindo a capacidade da semente de germinar (BAILLY;
BOUTEAU; CORBINEAU, 2008).

5.3.4. Restricdo Hidrica (estresse osmotico) em plantulas

Na avaliacao da restricdo hidrica promovida pelo potencial osmatico de -0,2 MPa
sob o estabelecimento de plantulas, pode-se verificar que o estresse promoveu
diminuicdo significativa (p<0,05) no comprimento e na massa seca de plantulas. O
estresse promoveu uma reducéo de 14,8% e 27,8% no comprimento de parte aérea
e de raizes, respectivamente, quando comparado as que permeceram em agua
destilada (Figura 28). Os danos mais severos ocorreram nas raizes das plantulas com
atrofiamento e poucas raizes secundarias. O desenvolvimento de plantulas é
influenciado pelas condicBes hidricas e a sensibilidade a esse fator é maior
comparando-se a qualguer outro fator ambiental que promova estresse, pois,
primordialmente a fase de alongamento celular depende da absorcéo de agua (TAIZ,;
ZEIGER, 2013).
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Figura 28. Comprimento de Parte Aérea (A) e Raiz (B) de plantulas obtidas de
sementes de Schinus terebintifolia mantidas em potencial de restricao hidrica por 4
dias. *Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

O tratamento de estresse também proporcionou reducéo de 55,5; 25,3 e 20,7%
na massa seca de raiz, hipocoétilo e cotilédone, respectivamente (Figura 29).
Reducdes no comprimento e massa seca de plantulas ja foram observados em
espécies nativas como juazeiro (Zizyphus joazeiro) e catanduva (Piptadenia
moniliformis) em resposta a restricdo hidrica com PEG (LIMA; TORRES, 2009;
AZEREDO; PAULA; VALERI, 2016). Os resultados de comprimento e massa seca
estdo relacionados e pode-se verificar o efeito mais acentuado da restricdo hidrica

sobre o desenvolvimento das raizes.
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Figura 29. Massa seca de raiz (A) hipocétilo (B) e
cotilédone (C) de plantulas de Schinus terebintifolia
desenvolvidas por 4 dias em agua destilada (Controle) e
sob restricdo hidrica (-0,2 MPa). *Médias seguidas de
mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

5.3.5. Avaliacdo da atividade de enzimas antioxidantes durante a

desenvolvimento inicial de plantulas sob restricdo hidrica

Na avaliagdo da atividade enzimatica em diferentes estruturas de plantulas de
Schinus terebinthifolia, pode-se verificar que o tratamento de restricdo hidrica (-0,2
MPa) promoveu uma reducéo significativa (p<0,05) na atividade de SOD, CAT e APX
em raizes das plantulas (Figura 30). Na comparacéo das diferentes estruturas, os
cotilédones apresentaram maior atividade das trés enzimas antioxidantes analisadas.
Para as enzimas SOD e APX nao houve diferenca na atividade no hipocétilo e
cotilédones das plantulas submetidas as duas condi¢bes. Porém, houve uma maior
atividade da enzima CAT no cotilédone de plantulas que foram submetidas ao
estresse. O aumento da atividade da CAT em condi¢des de déficit hidrico também foi

observado em mudas de Copaifera langsdorffii Desf. (ROSA et al.,, 2017). Esse
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aumento €é considerado um traco adaptativo, podendo possivelmente ajudar a superar
0os danos ao metabolismo do tecido, reduzindo os niveis toxicos de H20:2
(KARUPPANAPANDIAN et al., 2011). Ja foi demonstrado que em muitas plantas, os
sistemas de eliminagdo de H202, representados por APX e CAT, podem ser mais
importantes para conferir tolerancia ao estresse oxidativo induzido pela seca do que
a SOD (HOJATI et al., 2010; KARUPPANAPANDIAN et al., 2011). Redugdes nos
niveis de SOD ja foram observadas em folhas de aroeira-do-sertdo (Myracrodruon
urundeuva) apos 20 dias de restricdo hidrica, sendo a toleréncia a esse estresse
atribuida a manutencao no conteudo de carotenoides para protecdo contra o estresse
oxidativo (SOUZA et al., 2020).

Sabe-se que nos tecidos fotossintéticos, os cloroplastos séo a principal fonte de
ERO com capacidade para produzir altas quantidades de superéxido (O¢) e peroxido
de hidrogénio (H202). J& em tecidos ndo fotossintéticos, as mitocéndrias sdo as
maiores fontes de ERO, porém, sua contribuicdo é considerada pequena em
comparacdo com cloroplastos. A terceira fonte de ERO intracelular sdo os
peroxissomos, devido as varias oxidases que produzem H202 e O« como subprodutos
das reacdes que catalisam (NAVROT et al., 2007; JASPERS; KANGASJARVI, 2010).

Em estudo de avaliacdo do déficit hidrico intermitente, através da suspenséo da
irrigacdo, em mudas ja estabelecidas de S. terebinthifolia, Nunes et al., (2017)
verificaram maior atividade das enzimas antioxidantes superéxido dismutase (SOD),
catalase (CAT) e peroxidase (POX) tanto na parte aérea e quanto nas raizes das
mudas sob estresse, mostrando que nessa condi¢cdo as plantas foram capazes de
modular sua resposta de defesa para superar o acumulo de ERO e restaurar o
metabolismo normal. Ja na fase de desenvolvimento apds a germinacdo, como
avaliado em nosso trabalho, as plantulas ndo se mostraram capazes de modular esse

mecanismo para superar o estresse hidrico.
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Figura 30. Atividade das enzimas Superdxido Dismutase (A)
Catalase (B) e Ascorbato Peroxidase (C) em diferentes estruras
de plantulas de Schinus terebinthifolia mantidas em agua
destilada (Controle) e em condi¢des de restricdo hidrica (-0,2
MPa). *Médias seguidas de mesma letra mailsculas entre as
condi¢cdes de estresse (Controle e -0,2 MPa) e mindsculas entre
diferentes partes das plantulas (raiz, hipocétilo e cotilédone) nao
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Em condi¢cbes normais de desenvolvimento, a formagéo e remocao de ERO séao

equilibradas para que as plantulas atinjam um estado homeostatico. No entanto, sob
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condi¢cdes estressantes, como a restricdo hidrica, a formacdo de ERO aumenta
dramaticamente e o sistema de defesa pode ser sobrecarregado, levando a dano
celular (GILL; TUTEJA, 2010). No caso de S. terebinthifolia, esse desequilibrio pode
ser constatado inicialmente nas raizes das plantulas (Figura 31). Sharma e Dubey
(2005) verificaram que plantulas de arroz submetidas a seca moderada tinham maior
atividade de APX do que as plantas controle, mas a atividade diminuiu no nivel mais
alto de estresse hidrico. Outros trabalhos ja demonstraram que as reducdes nas
atividades de enzimas antioxidantes SOD, CAT e APX podem ocorrer provavelmente
relacionadas ao dano pelo acimulo excessivo de ERO nas células em condicdes de
estresse (CHEN; ZHANG; SHEN, 2010).
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Figura 31: AlteracBes da atividade de enzimas antioxidantes em sementes e plantulas de S.

terebinthifolia em resposta estresse hidrico.

5.3.6. Efeito do osmocondicionamento na germinacao e vigor das sementes:

O processo de osmocondicionamento provocou uma reducdo na germinacao
maxima (Gmax) de sementes, a medida que diminuiu o potencial osmético da solucéo,
sendo que as sementes frescas tiveram melhor desempenho comparado as que foram
submetidas a secagem (Figura 32). O estresse provocado pelo osmocondicionamento
pode desencadear distintas respostas bioquimicas na semente, por isso, espécies
diferentes respondem diferentemente a esse processo. Como exemplo, o processo foi
capaz de aumentar a germinacao, vigor e resisténcia a estresses abioticos em culturas

como Sorghum bicolor, Spinacia oleracea, Physalis angulata, Ricinus comunis e
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Cucumis melo (CHEN; ARORA, 2011, ZHANG et al., 2015; SOUZA et al., 2016;
GOMES NETO et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2019). Ja em café Coffea arébica L. cv.
Catuai vermelho IAC — 99, o processo de osmocondicionamento durante quatro e oito
dias, ndo melhorou a qualidade das sementes, e durante 12 dias, provocou prejuizo
na germinacao e no vigor (CARVALHO; GUIMARAES; SILVA, 2012). Também ja foi
observado reducdo na germinagdo de sementes de Jatropha curcas ap0s 0 processo,
sendo esta resposta associada a uma possivel aquisicdo de dorméncia secundaria
apos o processo (BRITO et al., 2016).

No caso das espécies florestais nativas, esta técnica promoveu melhora na
germinacdo em barbatimdo (Stryphnodendron adstringens), faveiro (Dimorphandra
mollis) e canafistula (Peltophorum dubium), osmocondicionadas com PEG 6000 em
diferentes potenciais (KISMANN et al., 2010; MASSETO et al., 2014; MISSIO et al.,
2018). No entanto, a utilizacdo desta técnica diminuiu a germinacdo de garapa
(Apuleia leiocarpa) e marica (Mimosa bimucronata) quando osmocondicionadas com
PEG 6000 nos potenciais de -0,4 ou -1,0 MPa, respectivamente (SPADETO et al.,
2018; MELO et al., 2018). Além disso, esta técnica também né&o foi eficaz para
melhoria na germinacdo pau-formiga (Triplaris americana), jacaranda-branco
(Pterogyne nitens), carobinha (Jacaranda decurrens) e Ipé-amarelo (Handroanthus
serratifolius) osmocondicionados em diferentes condicdes (MENDONCA et al., 2005;
TONIN et al., 2005; KISSMANN et al., 2011; SILVA et al., 2019).

Para o sucesso desta técnica, o potencial osmaético utilizado no processo deve
ser suficiente para impedir a protusao radicular e a germinacao, mas permitir que 0s
processos metabodlicos que ocorrem na fase Il do processo de embebicdo sejam
intensificados (MARCOS FILHO, 2015; DE CASTRO; HILHORST, 2004;
HEYDECKER; HIGGINS; GULLIVER, 1973). Porém, assim como observado neste
trabalho para S. terebinthifolia, alguns estudos mostram que o aumento do estresse
provocado por potenciais osmoticos mais negativos pode reduzir a germinacgao e vigor
das sementes. Em estudo com sementes de barbatimdo — (Stryphnodendron sp.),
pré-condicionadas em solucdes de PEG e KNOs nos potenciais de -0,5 e -1,0, foi
observada uma reducéo quando utilizado o potencial mais negativo (KISSMANN et
al., 2010). Em outras espécies, como 0 angico (Anadenanthera peregrina), a maxima
germinacgao ocorreu nas sementes submetidas ao osmocondicionamento no potencial
osmotico de -0,4 MPa induzido por PEG 6000, apresentando queda nos valores a
partir do potencial de -0,6 MPa (PINHO; BORGES; PONTES, 2010).
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118



A reducéo da germinabilidade de S. terebinthifolia também pode ser atribuida ao
fato das sementes possuirem uma camada estrutural de mesocarpo formada por
células parenquimatosas, tecido vascular e ductos secretores com cristais de oxalato
de célcio, cobrindo o tegumento da semente (CARMELLO-GUERREIRO; PAOLI,
2002). Esta camada no exterior das sementes pode limitar ou evitar a troca de ions, e
com isso, controlar a sua permeabilidade a agua e aos solutos utilizados. A depender
do agente osmotico, os ions liberados dos sais da solu¢cao podem penetrar facilmente
na semente, interrompendo o equilibrio osmético endégeno (BRADFORD 1995;
ZHOU; WANG; JAHUFER, 2013; PAPARELLA et al., 2015). Os solutos usados ou
solucBes osmaticas com as quais as sementes permanecem em contato ndo podem
ser toxicos ou causar alteracdes estruturais; ndo devem penetrar no sistema de
membranas das células; nem participarem de reacdes metabdlicas, assim como nao
estarem sujeitos a deterioragdo microbiana durante o osmocondicionamento das
sementes (BRADFORD, 1986). No entanto, os agentes osmoticos comumente
utilizados como o polietilenoglicol (PEG), KsPOs, KNO3s, manitol, sorbitol e glicerol ndo
atendem por completo essas exigéncias (SANTOS et al., 2008).

Além disso, a possivel melhora induzida pelo osmocondicionamento se baseia
no seu efeito sobre a ativacdo de mecanismos de reparo do DNA, sincronizacao do
ciclo celular em G2 e preparacéo para a divisao celular (DE CASTRO et al., 2000;
BALESTRAZZI et al., 2010; VENTURA et al., 2012; LUTSS et al., 2016). No entanto,
0 estresse provocado pelo tratamento também pode resultar em um imprevisivel
aumento da leséo oxidativa do DNA, que afeta irreversivelmente a viabilidade das
sementes e pode levar a morte celular WATERWORTH et al., 2011; BALESTRAZZI
et al., 2011; PAPARELLA et al., 2015).

Para a variavel velocidade de germinacao, avaliada pelo Tso, foi observada uma
tendéncia de melhora no tempo de germinacdo quanto menor o potencial utilizado,
com os melhores resultados quando utilizado o potencial -0,2 MPa, com 90,2 e 95,5
h, para as condi¢ces com e sem secagem, respectivamente. Resultados semelhantes
foram observados no osmocondicionamento em sementes de faveiro (Dimorphandra
mollis Benth), espécie nativa do Cerrado, na qual tiveram um efeito significativo sobre
a velocidade de germinacdo os potenciais de -0,3 e -0,7 MPa, com resultado médio
de IVG de 7,4, enquanto nos tratamentos 0,0 (controle), -1,0 e -1,3 MPa apresentaram
média de IVG de 4,3 (MASSETO et al., 2014).
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A melhoria na velocidade de germinacdo apdés o processo de
osmocondicionamento também ja foi observada em sementes de outras espécies
florestais nativas, como canafistula (Peltophorum dubium), osmocondicionadas em
PEG 6000 no potencial -0.6 MPa (MISSIO et al., 2018) e catanduva (Piptadenia
moniliformis; RAMALHO et al., 2020) que quando hidrocondicionadas, apresentaram
maior velocidade de germinacdo quando comparadas as ndo-hidrocondicionadas,
sendo verificada uma maior tolerancia ao serem submetidas a condi¢cdes de estresse
salino. Isto pode ser devido ao fato de que as sementes pré-hidratadas estéo
fisiologicamente mais proximas de alcancarem a fase Ill do processo de embebicéo,
e consequentemente da protusdo da radicula, conforme foi demostrado na curva de
embebicdo da espécie. Outros fatores ligados a germinacdo mais rapida estao
relacionados a ativacdo de eventos como a transcricdo e traducdo genodmica,
respiracdo e metabolismo energético, mobilizacdo inicial de reservas e reparo do
DNA, que ocorrem quando as sementes sdo expostas a baixa disponibilidade de dgua
durante o osmocondicionamento (VARIER; VARI; DADLANI, 2010). Em sementes
osmocondicionadas de Poincianella pyramidalis, a melhoria dos parametros de
germinacdo em comparacdo as sementes ndo osmocondicionadas foi atribuida a
inducédo de genes envolvidos em processos metabodlicos e processos aerdbicos e
anaerobicos, além de mudancas no transcriptoma da semente, passando entédo a
expressar genes relacionados ao metabolismo da germinacdo (ANTUNES et al.,
2021).

Houve uma tendéncia de uniformizacdo da germinagdo, sendo esta
representada pelo Usais, quando as sementes foram submetidas ao
osmocondicionamento no potencial de -0,2 MPa com posterior secagem. Em estudo
com aroeira-do-sertdo (Myracrodruon urundeuva), espécie da mesma familia de S.
terebinthifolia, a técnica de osmocondicionamento também néo foi eficiente para
aumentar a germinabilidade das sementes, porém, o tratamento promoveu um
aumento na uniformidade de germinagdo (CARDOSO et al., 2012).

O AAC mostrou uma diminuicdo a medida que reduzia o potencial de
osmocondicionamento. Na comparagcao das sementes com ou sem secagem apos o
osmocondicionamento, foi observado que a melhor AAC ocorreu nas sementes nao
submetidas a secagem. Sementes de diversas espécies respondem diferencialmente
a desidratacdo apos o processo de osmocondicionamento, porém para 0 Sucesso

deste processo, usualmente, requer-se a secagem das sementes para armazenagem
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e posterior utilizacdo. Em sementes de guaratd (Esembeckia leiocarpa), Cordoba et
al., (1995) verificaram que para obter melhoria na emergéncia apds o
condicionamento osmotico, as sementes deveriam ser utilizadas imediatamente ou
armazenadas no maximo durante 15 dias a 5°C e ndo passarem por secagem. Ja em
sementes de garapa (Apuleia leiocarpa) o osmocondicionamento reduziu a
germinacao logo apdés o processo, porém foi capaz de manter a viabilidade das
sementes armazendas por 120 dias, o que ndo aconteceu com as sementes
embebidas em agua e armazenadas (SPADETO et al., 2018).

Em estudo com sementes de mutamba (Guazuma ulmifolia), outra espécie
florestal pioneira, houve efeito benéfico de priming com utilizacdo de PEG 8000 no
potencial de -0,8 MPa quando as sementes foram semeadas logo apds o processo,
porém, quando foram submetidas a secagem, houve reducdo na germinacédo, além
de menor uniformidade e comprimento de plantulas (BRANCALION et al., 2010).
Esses autores sugerem que este comportamento pode ter ocorrido devido a danos
mecanicos e desorganizacdo das membranas celulares durante a secagem das
sementes, visto que também foram obtidos maiores valores de condutividade elétrica
em sementes apos a secagem. Alem disso, a reducéo pode ser devido a concentracao
reduzida de moléculas osmoprotetoras como os oligossacarideos nas células, o que
diminui a viscosidade do citoplasma e aumenta a suscetibilidade das sementes aos
processos de deterioracdo (BUITINK; HEMMINGA; HOEKSTRA, 2000).

Na avaliacdo do numero de plantulas normais (PN), comprimento de raiz (CR) e
razao entre massa seca/comprimento de parte aérea (RMCPA), houve uma tendéncia
de reducdo dessas variAveis a medida que diminuiu o potencial de
osmocondicionamento, sendo que as sementes que ndo passaram pelo processo de
secagem apds o processo tiveram um melhor desempenho comparado as que foram
secas. Ja na razdo de massa seca/comprimento de raiz (RMCR), expressas em
mg/cm, ndo houve diferenca estatistica para os diferentes potenciais osmoticos
utilizados e para os tratamentos de secagem. Em sementes de mangaba (Hancornia
speciosa Gomes), arvore do Cerrado brasileiro, a germinacdo de sementes e 0
comprimento das raizes também diminuiram ap0s osmocondicionamento, indicando
também a sensibilidade dessas sementes a exposi¢édo ao PEG (MASSETO; SCALON,
2014).

Os resultados negativos do osmocondicionamento em potenciais osmoticos

mais negativos, podem estar relacionados ao fato de que o uso desta técnica com
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solugdes como o PEG, pode causar estresse osmotico, que provavelmente reflete
como dano oxidativo aos componentes celulares. A nossa avaliacdo da atividade
enzimatica relatada no topico 5.3.3., mostra que a embebi¢cdo em baixos potenciais
osmaticos, como -0,8 MPa, promoveu um aumento inicial na atividade das enzimas
SOD, CAT e APX, seguido de uma posterior reducéo (Figura 31). Essa reducédo pode
ter sido ocosionado por uma sobrecarga no sistema de defesa, levando ao estresse
oxidativo e dano celular (GILL; TUTEJA, 2010). O comportamento fisiolégico das
sementes sob restricdo hidrica e osmocondicionamento se diferencia entre espécies,
familias, géneros e lotes de sementes da mesma espécie. Portanto, ha necessidade
de conduzir estudos mais aprofundados com diferentes metodologias para elucidar e
estabelecer protocolos de otimizacdo desta técnica como pré-tratamento para a

germinacao de sementes e estabelecimento de plantulas de Schinus terebinthifolia.

5.4, CONCLUSAO

A espécie S. terebinthifolia se mostrou altamente sensivel a restricdo hidrica
(estresse osmatico) no processo de germinacao e estabelecimento inicial de plantulas.

O sistema antioxidante representado pelas enzimas SOD, CAT e APX foi capaz
de proteger as sementes do estresse oxidativo causado pela restricdo hidrica no
potencial de -0,2 MPa.

Houve um desbalanco entre o acumulo de ERO e o sistema antioxidante
enzimatico no potencial de -0,8 MPa, o que pode ser comprovado pela reducédo na
atividade dessas enzimas, a auséncia de protusédo da radicula e a diminuicdo da
germinacao e vigor apos o osmocondicionamento.

Os primeiros danos oxidativos em plantulas de S. terebinthifolia ocorrem nas
raizes, comprovados pela reducdo no tamanho e nas atividades da SOD, CAT e APX
em condicdo de restricdo hidrica.

O osmocondicionamento de sementes de S. terebinthifolia em -0,2 e -0,4 MPa,
por 168 h, promoveu uma germinacdo mais rapida e uniforme, porém, sem efeito de

priming, pois ndo houve melhora na germinacao e vigor das sementes e plantulas.
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CONSIDERACOES FINAIS

A reducdo na qualidade das sementes de aroeira-vermelha ap0s a secagem
ambiente sugere algum grau de intolerancia a dessecacao, podendo as sementes
serem classificadas como intermediarias. No entanto, sS40 necessarios maiores
estudos para elucidar esse grau de intoleréncia a dessecagédo e assim estabelecer
protocolos para obtengdo e conservacao de sementes dessa espécie.

A diminuicdo no tamanho das raizes apdés os 15 meses de armazenamento
demonstra a suscetibilidade das sementes ao armazenamento prolongado e sinaliza
a necessidade do desenvolvimento de estudos do estresse oxidativo em partes
especificas do embrido e das plantulas, com objetivo de elucidar o processo de
envelhecimento e assim estabelecer protocolos para preservacéo da longevidade das
sementes de aroeira-vermelha.

Os nossos resultados sobre o osmocondicionamento demonstram que S&o
necessarios mais estudos visando a obtencéo do efeito de priming para sementes de
aroeira-vermelha, talvez testando diferentes osmoticos, tempos e temperaturas
durante esse processo. Além disso, a reducao na qualidade das sementes de forma
mais acentuada nas sementes osmocondicionadas e submetidas a secagem, sugere
mais uma vez o possivel grau intermediario de tolerancia a dessecacgdo das sementes
dessa espécie.

A baixa tolerancia da espécie ao estresse osmotico constatada com o0s
resultados obtidos nos ensaios fisiolégicos e bioquimicos, demonstra a necessidade
de estudos mais aprofundados, envolvendo aspectos moleculares para investigar, por
exemplo, a expressdo de genes envolvidos no estresse oxidativo, que também
permitirdo compreender os fatores genéticos que regulam essa resposta. Por fim,
essas descobertas fornecem informacdes sobre os mecanismos relacionados a
resposta das plantas a estresses ambientais durante a germinacao e estabelecimento
de plantulas, sendo util para para elaboracdo de futuros projetos com foco em
programas de melhoramento genéticos da espécie, bem como no estabelecimento de
protocolos para obtencdo de sementes e mudas voltados para domesticacdo e

exploracdo sustentavel de aroeira-vermelha em diferentes regides do Brasil.
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