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RESUMO

SCHNEIDER, Cristina F. Universidade Estadual do Oeste do Parana, fevereiro de
2015. Viabilidade de sementes de Balfourodendron riedelianum (Enger) Engler
em funcéo dos locais de coleta e do armazenamento . Orientadora: Dra. Marlene
de Matos Malavasi. Coorientadores: Dr. Ubirajara Contro Malavasi e Dr. Edmar
Soares de Vasconcelos.

O Balfourodendron riedelianum (Engler) Engler é uma espécie nativa de relevante
importancia que pode ser utilizada para a regeneracdo de &reas devastadas, no
entanto, as informac0des relacionadas a obtencédo e conservacdo das sementes séo
escassas. Diante disso, o0 objetivo do presente trabalho foi identificar enzimas
eficientes no monitoramento da deterioracdo e perda da capacidade germinativa de
sementes de B. riedelianum, bem como, determinar as constantes da equacao de
longevidade. Os ensaios foram realizados no Laboratorio de Tecnologia de
Sementes da Universidade Estadual do Oeste do Parana — UNIOESTE, Campus de
Marechal Candido Rondon — PR. Foram colhidas sementes em Diamante do Oeste,
Mercedes e Missal — PR, que foram submetidas ao beneficiamento, secagem,
caracterizacao inicial e, em seguida, ao armazenamento em embalagem hermética
sob condigcbes de armazenamento controladas e nao controladas. Amostras de
sementes foram avaliadas aos 0, 120, 240 e 360 dias de armazenamento. As
analises foram: teste de germinacao; indice de velocidade de germinacao (Maguire),
envelhecimento acelerado e atividade enzimatica de peroxidase, fenilalanina
amonia-liase e B-1,3-glucanase. O experimento seguiu o delineamento inteiramente
casualisado. Os resultados foram submetidos a analise de regressdo a 5% de
probabilidade de erro. Para a elaboracéo das equacdes de longevidade determinou-
se as constantes que compféem a equacgdo atraves de curvas de regressdo. O
comportamento germinativo e IVG foram semelhantes para todos os locais de
coleta, com queda até os 240 dias e aumento ao final do periodo de
armazenamento. O padrdo de envelhecimento das sementes foi distinto nos
diferentes locais de coleta, e nas diferentes condicdes de armazenamento sendo
observado pela atividade das enzimas. O decréscimo da viabilidade de sementes de
Balfourodendron riedelianum (Engler) Engler foi possivel ser detectado através da
atividade da enzima peroxidase nos locais de coleta Diamante do Oeste e Missal e
através da enzima B-1,3-glucanase para o local de coleta Missal nos periodos de 0,
120 e 240 dias de armazenamento. A determinacdo da longevidade das sementes
nao foi possivel, pelo fato das sementes ndo terem apresentado comportamento
germinativo cumulativo negativo durante o periodo de armazenamento.

Palavras-chave: Pau-marfim; Potencial fisiolégico; Analises bioquimicas;
Armazenamento; Constantes de viabilidade.
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ABSTRACT

SCHNEIDER, Cristina F. Universidade Estadual do Oeste do Parana, in February
2015. Viability of Balfourodendron riedelianum (Enger) Engler seeds depending
on provenance and storage . Advisor. Dra. Marlene de Matos Malavasi. Co-
Advisors: Dr. Ubirajara Contro Malavasi and Dr. Edmar Soares de Vasconcelos.

The Balfourodendron riedelianum (Engler) Engler is a native species of great
importance that can be used for regeneration of devastated areas, however, the
information related to the collection and conservation of seeds are scarce. Thus, the
objective of this study was to identify efficient enzymes in monitoring the deterioration
and loss of germination of B. riedelianum seeds, as well as determine the constants
of longevity equation. Assays were performed in the Seed Technology Laboratory of
Universidade Estadual do Oeste do Parana - UNIOESTE, Campus Marechal
Céndido Rondon - PR. Seeds were harvested at Diamante do Oeste, Mercedes and
Missal - PR, which were submitted for processing, drying, initial characterization and
then storing in airtight packaging under controlled storage conditions and
uncontrolled. Seed samples were evaluated at 0, 120, 240 and 360 days of storage.
The analyzes were: germination test; germination rate index (Maguire), accelerated
aging and enzymatic activity of peroxidase, phenylalanine ammonia lyase and (3-1,3-
glucanase. The experiment was a completely randomized design. The results were
subjected to regression analysis to 5% of probability. For the development of
longevity equations was determined the constants that make up the equation by
regression curves. The germination behavior and IVG were similar for all sampling
sites, down to 240 days and increased at the end of the storage period. The aging
pattern of the seeds was different in the different collection sites, being observed by
the activity of enzymes. The decrease in viability of Balfourodendron riedelianum
(Engler) Engler can be detected through peroxidase enzyme activity in the local
collection of Diamante do Oeste and Missal and through 3-1,3-glucanase enzyme of
the local collection Missal on 0, 120 and 240 days of storage. The determination of
seed longevity was not possible, because the seeds had not presented negative
cumulative germination behavior during the storage period.

Keywords: Ivory wood; Physiological potencial; Biochemical analysis; Storage;
Viability constants.



viii

LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Dados de temperatura maxima e minima (°C) do ambiente ndo controlado
de armazenamento, Marechal Candido Rondon, PR, entre Julho de 2013
AJUNNO @ 2004.... . 10
Figura 2 — Germinacao de sementes de Balfourodendron riedelianum (Engler) Engler
para diferentes locais de coleta, durante o periodo de armazenamento..16
Figura 3 — indice de Velocidade de Germinacdo de sementes de Balfourodendron
riedelianum (Engler) Engler para diferentes locais de coleta, durante o
periodo de armazenamentO. .......covevieiieei e 17
Figura 4 — Envelhecimento acelerado de sementes de Balfourodendron riedelianum
(Engler) Engler para diferentes locais de coleta, durante o periodo de
AIMAZENAMEINTO. ...ttt et e et e e e e e e ee e e et e e en e eenaaaee 18
Figura 5—Atividade de peroxidase em sementes de Balfourodendron riedelianum
(Engler) Engler, do local de coleta Diamante do Oeste, do desdobramento
da interacao entre diferentes ambientes de armazenamento: ambiente
controlado (AC) e ambiente ndo controlado (ANC), durante o periodo de
armazenamento de 360 diAS. .......cccuuuuriiiiiie i 21
Figura 6-Atividade de peroxidase em sementes de Balfourodendron riedelianum
(Engler) Engler do local de coleta Missal, em funcao do periodo de
AMAZENAIMENTO. ... eeeeiie e eeeee e et e e e e e e e e e e e e e e e enn e e e e enn e e eeernnns 21
Figura 7- Atividade de fenilalanina amoénia-liase de sementes de Balfourodendron
riedelianum (Engler) Engler, do local de coleta Diamante do Oeste, em
funcdo do periodo de armazenamento. ........ccceveeeeeeveeiiiiiiee e 22
Figura 8—Atividade de fenilalanina amonia-liase em sementes de Balfourodendron
riedelianum (Engler) Engler, do local de coleta Missal, do desdobramento
da interacao entre diferentes ambientes de armazenamento: ambiente
controlado (AC) e ambiente n&do controlado (ANC), durante o periodo de
armazenamento de 360 IS, .......uuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee et 23
Figura 9 — Atividade de B-1,3-glucanase de sementes de Balfourodendron
riedelianum (Engler) Engler, dos locais de coleta Mercedes e Missal, em

funcdo do periodo de armazenamento. ........ccceeeeeeveeveeiiiiiee e 24



Figura 10— Dados de temperatura maxima e minima (°C) do ambiente ndo
controlado de armazenamento, Marechal Candido Rondon, PR, entre
Julho de 2013 a JunNho de 2014. .......coooieeieeeee e 35

Figura 11 - Curva de sobrevivéncia, em probit de sementes de Balfourodendron
riedelianum (Engler) Engler, armazenadas em ambiente controlado (15
°C), apresentando grau de umidade médio de 9,2%............ccccceeeeeeeeennn.n. 38

Figura 12 - Curvas de sobrevivéncia, em probit de sementes de Balfourodendron
riedelianum (Engler) Engler, armazenadas em ambiente ndo controlado

(25 °C), apresentando grau de umidade médio de 9,2%...........cccceeene.... 39



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Caracterizacao dos frutos de Balfourodendron riedelianum (Engler)
Engler de trés locais de Coleta..........covvvviiiiiiiiiii e 14
Tabela 2 — Resumo da andlise de variancia para os dados, obtidos da porcentagem
de germinacao, indice de velocidade de germinacgéo, envelhecimento
acelerado, peroxidase, fenilalanina amonia-liase e p-1,3-glucanase de
sementes de Balfourodendron riedelianum (Engler) Engler, em funcéo de
diferentes condi¢cdes de armazenamento e periodo de armazenamento. 15
Tabela 3 — Atividade de peroxidase em sementes de Balfourodendron riedelianum
(Engler) Engler, aos 0, 120, 240 e 360 dias de armazenamento em funcgéo
das condi¢cdes de armazenamento para os locais de coleta Diamante do
0EStE € MISSAL. ... 19
Tabela 4 — Atividade de fenilalanina amonia-liase, do local de coleta Missal, do
desdobramento da interacéo entre diferentes condicdes de
armazenamento e o periodo de armazenamento............ccceevvvvvvniiieeeeeenn. 23
Tabela 5 — B-1,3-glucanase em sementes de Balfourodendron riedelianum (Engler)
Engler, do local de coleta Missal, em funcao das condic¢des de
armazenamento e do periodo de armazenamento.............cccccvveeeeeeennnnn. 24
Tabela 6 —Valores de germinacéao (G), obtidos em porcentagem e em unidades de
probit para as sementes de Balfourodendron riedelianum (Engler)
Engler,das diferentes procedéncias para cada condi¢ao de
AIMAZENAMEINTO. ...ttt et e e et e et e e ea e e et e e ena e eenaaaees 37
Tabela 7 — Qualidade inicial estimada (K;em probit) de sementes de
Balfourodendron riedelianum Engler (Engler), de diferentes procedéncias,
nas diferentes condi¢cdes de armazenamento (CA): controlado (15 °C) e
NA0 CONLIOIAdO (25 C). vt 39
Tabela 8 — Coeficientes para determinar a longevidade de sementes de

Balfourodendron riedelianum (Engler) Engler. ..........ooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinn. 40



Xi

LISTA DE APENDICES

APENDICE A — Frutos maduros de Balfourodendron riedelianum (Engler) Engler,
colhidos em diferentes locais de coleta...............oeevvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee, 44

APENDICE B — Secagem dos frutos de Balfourodendron riedelianum (Engler)
Engler, sobre estruturas de madeira com tela, em ambiente aberto e
ventilado, na Fazenda Guara da Universidade Estadual do Oeste do
Parand — UNIOESTE, Campus Marechal Candido Rondon — PR............ 45

APENDICE C - Frutos de Balfourodendron riedelianum (Engler) Engler,
armazenados em embalagem hermética de vidro transparente com tampa
de rosca e capacidade de 500 mL, vedadas com fita adesiva, dos locais
de coleta (da esquerda para direita): Missal, Mercedes, Diamante do
O 1T (TP TSP 46

APENDICE D - Plantulas normais de Balfourodendron riedelianum (Engler) Engler.



Xii

SUMARIO

1 INTRODUGAO GERAL.......oviuiieeeeteceeeete e eteeies et te e et etee e eaens e eaeneaae e e 1
REFERENCIAS. ..ottt ettt ettt et e et e et e s teetestestestestessesaeseearens 3
2 ISOENZIMAS NO MONITORAMENTO DA DETERIORACAO DE SE MENTES DE

Balfourodendron riedelianum (Engler) ENgler.......ccoooovoeiiiieiiiiiiie s cvveviieens 4
2.1 INTRODUGAOD ..ottt ettt ettt ettt ettt et e st e e te st e eneeeteeeesreeneens 5
2.2 MATERIAL E METODOS .......oiioteceeeee ettt ettt aae e 8
2.3 RESULTADOS E DISCUSSAOQ. ......ciiuiieecieceeeeeete e ettt see e 13
N 010\ (o] I 7Y TR 25
2.5 REFERENCIAS .......ovieieeee et eeee e e ete ettt ettt teste et seste s e e s teaeneateenens 25
3 EQUACOES DE LONGEVIDADE PARA SEMENTES DE Balfourodendron

riedelianum (ENGLER) ENGLER ........coouiiiiiiiiii e et 30
B.LINTRODUGAO ...ttt ettt 31
3.2 MATERIAL E METODOS .......oiiiteieeeeteceee ettt eae et ea st anesaenaens 33
3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO.......ccociieeeteeieieeeeee e steeeee e eaes s aresaenns 37
I 010\ {01 I U7\ J R 40
B REFERENCIAS ... .ottt ettt ettt ettt ettt et e et e et e e teete et eeteetesteeteateete e 41
4 CONCLUSOES GERAIS ..ottt ettt ee ettt sttt ste et ane s 43

AP ENDICES ..ottt et e e et e e et e e e e e —e e e e e ——aeraar—aaan 44



1 INTRODUCAO GERAL

A necessidade de conservacdo das florestas tropicais e o fortalecimento da
politica ambiental promoveram um aumento de demanda nas sementes de espécies
nativas, que constituem insumo bésico nos programas de recuperacdo de
conservagao de ecossistemas (CARVALHO; SILVA; DAVIDE, 2006).

Os recursos naturais, no Oeste do Parana, foram submetidos a exploracao
intensiva e predatéria durante a sua colonizacdo. Como resultado, iniameras
mudancas drasticas no meio ambiente foram observadas tais como: reducéo da
composicao floristica, infertilidade dos solos, processo de erosédo e 0 assoreamento
de rios e de canais.

O Balfourodendron riedelianum (Engler) Engler, popularmente conhecido
como pau-marfim, pertence a familia Rutaceae. A espécie é utilizada para fabricacédo
de moveis de luxo, producdo de energia, celulose e papel, arborizagdo em pracas e
parques e pode ser usado na restauracdo de mata ciliar, e recuperacdo ambiental.
Segundo Carvalho (2003), a espécie apresenta sementes com comportamento
ortodoxo, por tolerarem a dessecacdo e resistirem a periodos prolongados de
armazenamento.

Essa espécie é relatada pelo Instituto Ambiental do Parand como pertencente
a flora ameacada de extincdo no Parana (IAP, 2008), da mesma forma, o IUCN Red
List of Threatened Species (IUCN, 2015) inclui a espécie na lista de espécies
ameacadas, o primeiro autor ainda acrescenta que esta € uma das principais
espécies procuradas devido seu valor econémico. Esse fato reforga a importancia
nos esforgos da conservacéo do B. riedelianum.

As sementes constituem-se no principal meio de regeneracao da maioria das
espécies arboreas. Estas séo vias de transferéncia do material genético da geracéo
atual para a proxima. A parte do ciclo de vida da arvore, que envolve a formacéo,
maturacdo, disseminacdo e germinacdo de sementes, € uma complexa cadeia de
eventos ainda pobremente entendida (MARCOS FILHO, 2005).

Durante o periodo de armazenamento de sementes, é necessario que se
mantenham condi¢cdes adequadas de temperatura e umidade, na tentativa de
preservar sua qualidade. Muitas vezes, a falta de conhecimento das condi¢cbes
ideais de armazenamento torna dificil a manutencdo da qualidade fisioldgica das

sementes, pois o0 envelhecimento € um processo natural.



Variagbes nos perfis de proteinas e de enzimas especificas, principalmente
aquelas relacionadas ao processo respiratorio e a peroxidagéo de lipidios e remocao
de radicais livres, podem constituir-se em ferramenta eficiente para monitorar as
alteracdes bioquimicas, resultantes da deterioragcdo das sementes (CHAUHAN;
GOPINATHAN; BABU, 1985).

Véarios estudos vém sendo apresentados e discutidos sobre como a
deterioracdo de sementes promove alteracdes fisioldgicas e bioguimicas nas mais
diversas espécies de vegetais, buscando relaciona-las com os efeitos observados
naturalmente.

A utilizacdo das equacdes de viabilidade para predizer o periodo de
armazenamento das sementes € uma ferramenta muito importante para a
manutencdo de bancos de germoplasma, bem como, para a producdo de sementes.
Esses modelos mateméticos, geralmente, levam em consideracdo a viabilidade
inicial, periodo de armazenagem, grau de umidade e temperatura de
armazenamento (SINICIO; BHERING; VIDIGAL, 2013). Segundo Ellis e Roberts
(1980), essa estimativa da longevidade somente pode ser utilizada em sementes
ortodoxas, no entanto, ja existem trabalhos relatando a utilizacdo dessas equacdes
para predizer a viabilidade de sementes recalcitrantes, como é o caso de Myrciaria
jaboticaba (SINICIO, BHERING e VIDIGAL, 2013).

A propagacao do B. riedelianum é realizada através dos frutos (CARVALHO,
2004), e sua germinacdo € demorada e desuniforme, tornando-se um fator limitante
a producdo de mudas da espécie. Portanto, a identificacdo da atividade de certas
enzimas, envolvidas nos processos fisiolégicos das sementes pode ajudar a elucidar
as causas desse problema, e em adicéo, a previsao da longevidade das sementes
pode auxiliar na tomada de decisfes quanto a conservacdo e manutencdo do banco
de germoplasma da espécie.

Neste contexto, o presente trabalho tem por objetivo estudar o
comportamento fisiolégico e bioquimico de sementes de Balfourodendron
riedelianum (Engler) Engler, através da identificacdo de enzimas eficientes no
monitoramento da deterioracdo e perda da capacidade germinativa das sementes,
provenientes de diferentes locais de coleta e, submetidas ao armazenamento, bem
como, estimar a sua longevidade, através da utilizacdo das equacbes de

longevidade.
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2 ISOENZIMAS NO MONITORAMENTO DA DETERIORACAO DE SE MENTES DE

Balfourodendron riedelianum (Engler ) Engler

RESUMO

Neste trabalho buscou-se identificar enzimas eficientes no monitoramento da
deterioracéo e perda da capacidade germinativa de sementes de Balfourodendron
riedelianum (Engler) Engler. A pesquisa foi conduzida no Laborat6rio de Tecnologia
de Sementes e Mudas da Universidade Estadual do Oeste do Parana, Campus
Marechal Candido Rondon — PR. As sementes foram colhidas em trés locais de
coleta, em seguida, submetidas ao beneficiamento, secagem, caracterizacao inicial
e armazenamento em embalagem hermética sob condicbes de armazenamento
controladas e ndo controladas. Foram realizados testes nos periodos de 0, 120, 240
e 360 dias de armazenamento, sendo determinado: porcentagem de plantulas
normais no teste de germinacao; indice de velocidade de germinacdo (Maguire);
envelhecimento acelerado; e atividade das enzimas peroxidase, fenilalanina amoénia-
liase e pB-1,3-glucanase. O experimento seguiu o delineamento inteiramente
casualisado. Os resultados foram submetidos a andlise de regressdo a 5% de
probabilidade de erro. Tanto a germinacdo quanto o IVG apresentaram
comportamento semelhante entre os locais de coleta, sendo que houve decréscimo
até os 240 dias e pequeno aumento ao final do periodo de armazenamento. O
envelhecimento foi distinto entre os locais de coleta, assim como entre as diferentes
condicbes de armazenamento, sendo que o mesmo pode ser observado na
atividade das enzimas avaliadas. Através da atividade da enzima peroxidase nos
locais de coleta Diamante do Oeste e Missal e da enzima B-1,3-glucanase para o
local de coleta Missal, nos periodos de armazenamento de 0, 120 e 240 dias foi
possivel ser detectado o decréscimo da viabilidade de sementes de Balfourodendron

riedelianum (Engler) Engler.

Palavras-chave: Pau marfim, Deterioracdo, Qualidade fisiologica, Atividade

enzimaética.



ISOENZYMES IN MONITORING DETERIORATION OF Balfourodendron
riedelianum (Engler) Engler SEEDS

ABSTRACT

In this study we sought to identify efficient enzymes in monitoring the deterioration
and loss of germination of Balfourodendron riedelianum (Engler) Engler seeds. The
research was conducted at the Laboratério de Tecnologia de Sementes e Mudas of
the Universidade Estadual do Oeste do Parana, Campus Marechal Candido Rondon
- PR. Seeds were harvested at three collection sites, then submitted for processing,
drying, initial characterization and storage in airtight packaging under controlled
storage conditions and uncontrolled. Tests were conducted during periods of 0, 120,
240 and 360 days, using the germination test; germination rate index (Maguire),
accelerated; and activity of peroxidase, phenylalanine ammonia lyase and B-1,3-
glucanase. The experiment was a completely randomized design. The results were
subjected to regression analysis to 5% of probability. Both germination and IVG
showed similar behavior among sampling sites, and there was a decrease to 240
days and a small increase at the end of storage period. Aging was different among
sampling sites, as among different storage conditions, and the same can be
observed in the activity of enzymes evaluated. Through the activity of peroxidase
enzymes of Diamante do Oeste and Missal and B-1,3-glucanase enzyme of Missal
on the storage periods of 0, 120 and 240 days was possible being detected the

decrease in viability seeds of Balfourodendron riedelianum (Engler) Engler.

Key-words: Ivory wood, Deterioration, Physiological quality, Enzimatic activity.

2.1 INTRODUCAO

O Balfourodendron riedelianum (Engler) Engler pertence a familia Rutaceae.
Popularmente conhecido como pau-marfim, guatambu, pequid-mamona, pequia-
mamao, farinha-seca, marfim, gramixinga, pau-liso, pau-cetim, guataia, guarataia e
guamuxinga (LORENZI, 2008). E encontrada, principalmente, na Floresta Estacional
Semidecidual, na formacdo Submontana, onde ocupa 0 estrato superior e na
Floresta Estacional Decidual (CARVALHO, 2004).



O fruto do B. riedelianum é classificado por Lorenzi (2008), como tri a
tetralada, e por Silva (2001) e Carvalho (2004), como samara, indeiscente, lenhoso,
seco, com dois ou mais loculos, apresentando apéndices sob a forma de alas, verde
quando imaturo e amarelo a acinzentado quando maduro.

As sementes sdo elipsoéides, pretas, anatropas, endotestais com tégmem
reduzido, exariladas e albuminosas, sendo que o endosperma possui reserva lipo-
protéica (SILVA; PAOLI, 2006). As sementes medem até 9 mm de comprimento e
sdo encontradas 1 a 4 sementes por fruto ou por aborto, podendo apresentar l6culos
vazios (CARVALHO, 2004).

Sementes de B. riedelianum sao classificadas como sendo de comportamento
ortodoxo em relacdo ao armazenamento (CARVALHO, 2003), ou seja, apresentam
maior tolerdncia a dessecacdo, resistindo ao armazenamento por periodo
prolongado.

O armazenamento de sementes de espécies florestais € uma pratica que visa
controlar a velocidade de deterioracdo, jA que o mesmo nao pode ser evitado.
Contudo, as sementes podem ser mantidas com o minimo de deterioracdo possivel,
através de armazenamento adequado (VIEIRA et al., 2005).

Segundo Bewley et al. (2013), dentre os fatores que influenciam a
longevidade das sementes, os mais importantes sdo o grau de umidade da semente
e a temperatura durante o armazenamento. Quando esses fatores nédo séo ideais,
inicia-se e/ou acelera-se o processo deteriorativo das sementes.

A deterioragdo € um processo continuo e irreversivel que determina o
decréscimo do vigor e viabilidade das sementes (MARCOS FILHO, 2005). Segundo
Demirkaya, Dietz e Sivritepe (2010), varios fatores contribuem para a deterioracao
das sementes, dentre eles pode-se citar fatores genéticos, danos mecanicos,
umidade relativa e temperatura de armazenamento, grau de umidade da semente,
presencga de microrganismos, maturidade da semente, dentre outros.

Muitas manifestacdes fisioldégicas e bioquimicas em sementes deterioradas
tém sido amplamente reportadas (MCDONALD, 1999; MARCOS FILHO, 2005;
BEWLEY et al., 2013; SHABAN, 2013). As manifestacbes mais evidentes sdo as
fisiologicas, sendo observadas, durante a germinacdo e o desenvolvimento inicial
das plantulas. Contudo, muito antes da identificacdo dessas manifestacfes, varias
outras, de carater ultraestrutural e bioquimico, ja devem ter ocorrido (MARCOS

FILHO, 2005). Essas alteracfes estdo relacionadas ao sistema de membranas



(SHABAN, 2013) e com as atividades respiratéria e enziméatica (BEWLEY et al.,
2013).

O principal desafio das pesquisas sobre testes de vigor esta na identificacao
de parametros, relacionados a deterioracdo das sementes, que precedam a perda
da capacidade germinativa. Dentro desta ideia, destaca-se a técnica da eletroforese
e espectrofotometria de proteinas e isoenzimas, que pode possibilitar a deteccdo
dos estadios iniciais da deterioracdo, através da atividade de enzimas, associadas
com a degradacéo e oxidacdo de substancias de reserva bem como biossintese de
novas substancias (SPINOLA; CICERO; MELO, 2000). Dentre as alteractes
enzimaticas mais frequentes, encontradas durante o processo de deterioracao,
destacam-se a peroxidacdo de lipideos, remocédo de radicais livres e metabolismo
respiratorio da semente.

Danos celulares, causados pela peroxidacdo de lipideos, podem ser
reduzidos ou prevenidos por mecanismos protetores, entre 0s quais 0s provenientes
das acdes de enzimas removedoras de radicais livres e de peroxidos, como a
peroxidase (MENEZES et al, 2008). As peroxidases sao responsaveis pela maioria
das reacBes de oxireducdo, estimuladas pelas variagbes ambientais, injurias e
reagOes infecciosas (KUHN, 2007). O aumento da atividade dessa enzima indica a
evolucdo da deterioracdo, devido a necessidade de atuacdo mais intensa da enzima
participante do complexo antioxidante (MARCOS FILHO, 2005).

A fenilalanina amoénia-liase (FAL) é uma enzima largamente estudada por
fisiologistas devido a sua importancia no metabolismo secundario das plantas
(KUHN, 2007). Sua funcao € catalisar a eliminacdo nao oxidativa da aménia da L-
fenilalanina, transformando-a em acido trans-cindmico, o qual € o primeiro produto
formado na rota biossintética dos fenilpropandides em plantas superiores (RITTER;
SCHULZ, 2004; TAIZ; ZEIGER, 2009).

Os fenilpropandides contribuem para todos os aspectos das respostas das
plantas a fatores bidticos e abiéticos (VOGT, 2010). Com isso, a FAL, além de ser
importante no desenvolvimento normal da planta, € também uma enzima chave
indicadora de estresse na planta (RITTER; SCHULZ, 2004), sendo que, a atividade
da FAL aumenta em resposta aos estresses, aumentando a sintese dos protetores
(SCHWAN-ESTRADA; STANGARLIN; PASCHOLATI, 2008).

As B-1,3-glucanases sédo enzimas que hidrolisam polimeros de B-1,3-glucana,

e estdo amplamente distribuidas nas plantas superiores (KUHN, 2007). Essa enzima



é acumulada em plantas ap6s contato com patdgenos, tratamento com elicitores,
horménios e outros fatores fisicos ou quimicos (MARTINS, 2008). Contudo, essa
enzima também possui importante papel em plantas ndo infectadas por patégenos,
atuando na divisdo celular, germinacdo do grdo de podlen, crescimento do tubo
polinico, germinacdo de sementes, dentre outros (LEUBNER-METZGER; MEINS,
1999).

Os trabalhos que apresentam a relacdo entre a [(-1,3-glucanase e a
germinacdo de sementes demonstram que existe uma particularidade entre cada
espécie, com relagdo a sua atividade e funcdo, podendo ter atividade antes ou
depois da protrusao radicular, e em diferentes partes da semente (MOROHASHI,
MATSUSHIMA, 2000), e em adicdo, existe uma forte relacdo entre essa enzima e
sementes dormentes, ja que sua atividade € diminuida em sementes que se
encontram com algum tipo de dorméncia (FINCH-SAVAGE; LEUBNER-METZGER,
2006; FARASHAH et al., 2011).

Assim, o0 objetivo deste trabalho foi identificar enzimas indicadoras da
deterioragcéo e perda da capacidade germinativa de sementes de Balfourodendron

riedelianum (Engler) Engler.

2.2 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Sementes e Mudas da
Universidade Estadual do Oeste do Parana — UNIOESTE, campus de Marechal
Céandido Rondon, PR.

Os frutos de B. riedelianum (RNC: 23531) foram colhidos manualmente com
auxilio de podao, durante o més de junho de 2013, de 4 matrizes, de cada local de
coleta, previamente marcadas dentro do convénio UNIOESTE/ITAIPU BINACIONAL,
sendo estas, localizadas na Bacia do Parana lll, em fragmentos florestais.

Foram empregados trés lotes de frutos maduros (coloracdo marrom) de pau
marfim, colhidos nas regides de Diamante do Oeste, Mercedes e Missal, no estado
do Parané.

O clima da regido abrangendo todas as localidades de coleta, segundo
classificacio de Koppen, é o Subtropical Umido Mesotérmico (Cfa), com verdes
qguentes, temperatura média superior a 22 °C, com tendéncia a concentracdo de

chuvas, invernos com geadas pouco frequentes, com temperatura média inferior a



18 °C, contudo, sem estacao seca definida. Nos locais de coleta predominam solos
do tipo Latossolo Vermelho Eutréfico, argiloso, profundo e de boa drenagem
(EMBRAPA, 2013).

A regidao de Diamante do Oeste estd a uma altitude média de 266 m com
coordenadas geograficas 24°57'532" latitude sul e 54°09'556” longitude oeste. A
regido de Mercedes com coordenadas geograficas de 24°24'503” S e 54°07'896"” O
e altitude de 281 m, e a regido de Missal com coordenadas geograficas de
25°01'661" S e 54°12’411” O e altitude de 358 m.

Logo apos a colheita, os frutos foram submetidos a secagem, para tanto,
foram mantidos sobre estruturas de madeira com tela, em ambiente aberto e
ventilado, na Estacdo Experimental Prof. Dr. Antbnio Carlos dos Santos Pessoa da
Universidade Estadual do Oeste do Parand (UNIOESTE), Campus Marechal
Candido Rondon — PR. A secagem dos frutos estendeu-se pelo periodo de 12 dias,
até atingirem grau de umidade (B.U.) de 9%, ideal para o armazenamento
hermético.

ApOs a secagem, foi realizado beneficiamento manual, objetivando a retirada
de alas. Para tanto, os frutos foram acondicionados dentro de um saco de
polipropileno, que foi submetido a forca mecanica com auxilio de um pedaco de
madeira. Feito isso, os frutos foram retirados e friccionados sobre uma peneira de
metal para a retirada completa das alas. Em seguida, parte dos frutos foi utilizada
para as avaliacdes prévias, e outra parte foi armazenada.

Os frutos foram armazenados em embalagem hermética de vidro transparente
com tampa de rosca e capacidade de 500 mL, vedadas com fita adesiva. Cada
embalagem continha 175 frutos, usando-se, para cada periodo de avaliacdo, duas
embalagens por tratamento, por conter a quantidade de frutos necessarios para 0s
testes.

As embalagens, contendo os frutos, foram armazenadas em dois ambientes:
controlado e nao controlado. A condicdo controlada possuia ar condicionado e
desumidificador para controle das condi¢cdes ambientais e estas variaram entre 13 e
17 °C de temperatura, monitoradas por termo-higrometro, modelo Gehaka. No
ambiente ndo controlado, as embalagens contendo os frutos eram mantidas sobre
uma estante em uma sala arejada, e a temperatura variou conforme apresentado na

Figura 1, sendo que foi monitorada por termo-higrémetro, modelo Incoterm.
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Figura 1 — Dados de temperatura maxima e minima (°C) do ambiente n&o controlado de
armazenamento, Marechal Candido Rondon, PR, entre Julho de 2013 a Junho de 2014.

Os testes laboratoriais foram realizados aos 0, 120, 240 e 360 dias, ap0s o
beneficiamento dos frutos, caracterizando os periodos de armazenamento. Os
parametros avaliados foram: grau de umidade, massa seca de sementes, tamanho
de sementes, germinagdo, indice de velocidade de germinacdo (IVG),
envelhecimento acelerado e atividade de peroxidase, fenilalanina amonia-liase e [3-
1,3-glucanase.

O pau marfim apresenta fruto do tipo sdmara (CARVALHO, 2004). A extracao
da semente do fruto € muito dificil. Portanto, o fruto foi utilizado como unidade de
reproducdo. Todas as andlises, realizadas nesta pesquisa, exceto na determinacao
de enzimas, foram realizadas com o fruto. Para facilitar o entendimento, neste
trabalho, sera utilizada a denominacéo semente para o fruto.

O grau de umidade foi determinado através de método de estufa, pelo método
gravimeétrico apds as sementes serem submetidas a secagem com temperatura de
105+2 °C por 24 h (BRASIL, 2009), foram utilizadas quatro repeticdbes de 25
sementes. Os resultados foram expressos em porcentagem na base Umida.

A massa seca de sementes foi determinada simultaneamente ao grau de
umidade, sendo utilizadas quatro repeticdes de 25 sementes para cada tratamento,
e 0s resultados foram expressos em gramas.

Com auxilio de paquimetro digital, foi mensurado o diametro e comprimento
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dos frutos de pau marfim, utilizando-se amostra composta por 4 repeticbes de 25
frutos. Considerou-se o comprimento como a medida da parte distal do fruto,
compreendida entre as extremidades, e o diametro a média entre duas medidas
transversais ao comprimento. Os resultados foram expressos em milimetros.

O teste de germinacgéo foi conduzido com 25 sementes para cada repeticéo,
em rolo de papel germitest umedecido com agua na proporgdo de 2,5 vezes 0 peso
do substrato (BRASIL, 2009). Os rolos de papel foram mantidos em camara de
germinacao (BOD) em temperatura alternada de 20-30 °C com fotoperiodo de 8 h de
luz, associada a temperatura mais alta, e 16 h de escuro (IGNACIO, 2013). As
contagens foram realizadas diariamente para a avaliacdo de sementes germinadas
pelo periodo de 90 dias. Considerou-se semente germinada a plantula que emitiu os
cotilédones e apresentou sistema radicular desenvolvido (SILVA, 2001; IGNACIO,
2013). Em cada fruto pode-se encontrar mais de uma plantula, mas computou-se
apenas a primeira. Os resultados foram expressos em porcentagem de plantulas
normais.

O indice de velocidade de germinacdo (IVG) foi obtido simultaneamente ao
teste de germinacao, seguindo metodologia descrita por Maguire (1962), conforme
Equacéo 1, utilizando-se quatro repeticdes de 25 sementes para cada tratamento.

IVG =) P; /D; Equacéo (1)

Em que:

IVG = indice de velocidade de germinacéo;

P; = nimero de sementes germinadas no i-ésimo dia de contagem;

D; = numero de dias em que as sementes levaram para germinar no i-ésimo dia de

contagem.

No teste de envelhecimento acelerado, foi adotada a metodologia descrita por
Marcos Filho (1999), utilizando-se 25 sementes por repeticdo dos tratamentos. As
sementes foram distribuidas em camada Unica, sobre tela de plastico, fixada no
interior de uma caixa de plastico tipo gerbox, com dimensfes de 11,0 x 11,0 X
3,5cm, contendo 40 mL de agua. As caixas tampadas foram mantidas em BOD a 41
°C por 48 h. Apods este periodo, as sementes foram submetidas ao teste de

germinacao, nas mesmas condi¢cdes dos citados acima, com avaliacdo diaria pelo
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periodo de 90 dias, computando-se a porcentagem de plantulas normais.

Para as andlises bioquimicas, utilizou-se trés repeti¢cdes. Fez-se inicialmente
O preparo enzimatico, para tanto, as amostras foram compostas por 0,1 g de
sementes de pau marfim, que foram homogeneizadas em 4mL de tampao fosfato de
s6dio 0,01 MoL L* (pH 6,0) (tampdo extracdo) em almofariz de porcelana
previamente resfriado. O homogeneizado foi centrifugado a 20.000 g durante 20 min.
O sobrenadante obtido, considerado como a fracdo contendo as proteinas soluveis,
sendo armazenado a 4°C (LUSSO; PASCHOLATI, 1999) para as posteriores
determinacdes de peroxidase, proteinas totais, fenilalanina aménia-liase e (-1,3
glucanase.

A atividade da peroxidase foi determinada a 30°C, através de método
espectrofotométrico direto, pela medida do guaiacol em tetraguaiacol a 470 nm
(LUSSO; PASCHOLATI, 1999). A mistura da reagao era composta de 0,10 mL do
extrato protéico e 2,9 mL de solugdo com 250 pL de guaiacol e 306 pL de perdxido
de hidrogénio em 100 mL de tamp&o fosfato 0,01 MoL L™ (pH 6,0). A cubeta de
referéncia continha 3mL da solu¢do com 250 pL de guaiacol e 306 pL de perdxido
de hidrogénio em 100 mL de tamp&o fosfato 0,01 MoL L™ (pH 6,0). A atividade da
peroxidase foi expressa como atividade especifica (unidades de absorbancia min™g™
de semente).

A atividade da fenilalanina amoénia-liase foi determinada pela quantificacéo
colorimétrica do acido trans-cinamico, liberado do substrato fenilalanina (UMESHA,
2006). A mistura da reacao, incubada a 40 °C por 2 h, apresentava 100 pl do
extratoprotéico, 400 pl do tampdo Tris HCI 25 mMoL L™, (pH 8,8) e 500 pl de L-
fenilalanina (50 mM em tamp&o Tris HCl 25 mMoL L™?, pH 8,8). A absorbancia das
amostras foi determinada a 290 nm, contra tamp&o de extracéo, sendo subtraido de
cada amostra o valor do controle (esse controle corresponde a mistura 100 pl do
extrato protéico e 900 pl de tamp&o Tris HCl 25 mMoL L™, pH 8,8). As leituras de
absorbancia foram plotadas em curva padrdo para o0 acido trans-cinamico e a
atividade enzimatica expressa em pg de acido trans-cinamico min™g™* de semente.

Para a determinacdo espectrofotométrica da atividade de B-1,3-glucanase, foi
utilizado como substrato uma solucao de carboximetilcurdlan-remazol brilhante azul
(CM-Curdlan-RBB 4,0 mg mL™, LoeweBiochemiaGmbH), de acordo com
metodologia desenvolvida por Wirth e Wolf (1992) e com procedimento descrito por

Guzzo e Martins (1996). Para tanto, 200 pL do extrato protéico foi misturado com
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600 uL do mesmo tamp&o de extracéo e 200 pL de CM-Curdlan-RBB (4,0 mg mL™).
Apés incubacao por 20 min a 40 °C, a reacéo foi paralisada com a adi¢cdo de 200 pL
de solugdo de HCI 1 MoL L*, seguida de resfriamento em gelo por 10 min e
centrifugacédo a 10.000 g por 5 min. A absorbancia a 600 nm do sobrenadante foi
determinada tendo-se tampéao de extragcdo na cubeta de referéncia. Os resultados
foram expressos em unidades de absorbancia min“g™ de proteina, descontando-se
os valores de absorbancia do controle (800 pL de tampéo de extracdo + 200 pL de
“CM-Curdlan-RBB”).

O experimento seguiu o delineamento inteiramente casualisado (DIC), em
esquema fatorial 4x2 (4 periodos de armazenamento e 2 ambientes de
armazenamento), com quatro repeticdes, exceto para a atividade enzimatica, em
que foram utilizadas trés repeticbes. Os locais de coleta foram avaliados
isoladamente.

Os resultados, obtidos, foram submetidos ao teste de Lilliefors e qui-quadrado
para verificar a normalidade da distribuicdo dos residuos, seguida de analise de
variancia. Quando da existéncia de significancia pelo teste F, os dados foram
desdobrados pela analise de regressao polinomial a 5% de probabilidade, com o
auxilio do software Sisvar 5.3 (FERREIRA, 2011).

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na caracterizacdo dos frutos (Tabela 1), é possivel observar que a média do
comprimento dos frutos variou de 14,61 a 16,42 mm, e o diametro variou de 11,80 a
14,64 mm. Silva e Paoli (2006) e Ignacio (2013), obtiveram comprimento dos frutos
de pau marfim de 20 a 26 mm, sendo superiores aos resultados, obtidos no presente
trabalho. Essa variacdo pode ocorrer devido a interferéncia de fatores ambientais
nas matrizes, influenciando na formagéo de frutos com diferentes tamanhos.

O local de coleta Missal apresentou médias superiores de comprimento e
massa de frutos, Mercedes foi superior no diametro, ao passo que, Diamante do
Oeste foi inferior em todas as variaveis. A massa seca é proporcional ao tamanho
dos frutos, sendo que, esse fato pode ser claramente visualizado no local de coleta
Missal.

O grau de umidade variou pouco entre os diferentes locais de coleta (9,20 a

9,68%) (Tabela 1), desta forma, os dados estdo de acordo com Marcos Filho (2005),
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do qual afirma que sementes armazenadas em embalagem impermeével devem
estar com grau de umidade inferior a 10%. Os dados também ilustram que o0s
diferentes locais de coleta foram submetidos a condicbes semelhantes durante o
periodo de armazenamento. Segundo Marcos Filho (2005), a secagem pos colheita
das sementes tem como objetivo reduzir o grau de umidade das sementes até niveis
seguros, sendo esse processo de extrema importancia, pois quando bem conduzido

tende a desacelerar o metabolismo destrutivo sem promover disturbios as sementes.

Tabela 1 — Caracterizacdo dos frutos de Balfourodendron riedelianum (Engler) Engler de trés locais

de coleta.
Comprimento A Grau de Umidade
Local de Coleta (mm) Didmetro (mm)  Massa Seca (g) (%)
Diamante do Oeste 14,61 £ 1,20* 11,80+ 1,01 0,1808 +0.01 9,20 + 0,08
Mercedes 15,56 + 1,54 14,64 + 1,23 0,2698 £ 0.02 9,64 +0,09
Missal 16,42 +1,74 13,67 £ 1,43 0,2962 +0.01 9,68 +0,23

*Desvio Padrdo

O periodo de armazenamento interferiu em todos os atributos avaliados,
sendo que apenas em alguns locais de coleta ndo houve significancia. As condi¢cdes
de armazenamento apresentaram significancia apenas para o local de coleta Missal
nos atributos peroxidase, fenilalanina amoénia-liase e B-1,3-glucanase. A interacéo foi
significativa para os locais de coleta Diamante do Oeste no parametro peroxidase e

para Missal na variavel fenilalanina amonia-liase (Tabela 2).
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Tabela 2 — Resumo da analise de variancia para os dados, obtidos da porcentagem de germinagéo,
indice de velocidade de germinacao, envelhecimento acelerado, peroxidase, fenilalanina
amonia-liase e B-1,3-glucanase de sementes de Balfourodendron riedelianum (Engler)

Engler, em funcdo de diferentes condicbes de armazenamento e periodo de
armazenamento.
Diamante do Oeste Mercedes Missal
Causas de —
Variagéo GL Porcentagem de Germinacao
QM l:)valor QM F)valor QM l:)valor
PA 3 805,83 0,0070 288,00 0,0143 748,00 0,0009
CA 1 0,50 0,9555 32,00 0,4951 162,00 0,2108
PA x CA 3 92,50 0,6284 32,00 0,6992 22,00 0,8785
Residuo 24 157,17 66,67 98,00
C.V. (%) 39,96 32,66 31,43
indice de Velocidade de Germinac&o

PA 3 0,0524 0,0005 0,0156 0,0038 0,0266 0,0047
CA 1 0,0009 0,6974 0,0043 0,2151 0,0084 0,1962
PA x CA 3 0,0040 0,5883 0,0013 0,6911 0,0009 0,8927
Residuo 24 0,0061 0,0027 0,0048
C.V. (%) 39,52 34,41 32,83

Envelhecimento Acelerado
PA 3 664,5000 0,0073 56,5000 0,4826 1314,0000 0,0000
CA 1 312,5000 0,1353 40,5000 0,4439 98,0000 0,2461
PA x CA 3 56,6000 0,7321 8,5000 0,9432 12,6667 0,9072
Residuo 24 130,8333 66,8333 69,3333
C.V. (%) 35,61 29,07 26,65

Peroxidase

PA 3 5,3043 0,0000 4,7293 0,0730 5,4916 0,0000
CA 1 0,06673 0,6225 2,7169 0,2223 3,7181 0,0013
PA x CA 3 1,8808 0,0030 0,3073 0,9069 0,6721 0,0795
Residuo 16 0,2648 1,6847 0,2478
C.V. (%) 19,69 78,44 20,00

Fenilalanina amoénia-liase
PA 3 4,9577 0,0000 0,8541 0,0792 3,0395 0,0000
CA 1 0,0430 0,9012 0,4592 0,2442 0,9779 0,0183
PA x CA 3 0,0050 0,9966 0,1531 0,6961 0,9779 0,0034
Residuo 16 0,2706 0,3144 0,1417
C.V. (%) 38,64 106,76 66,07

B-1,3-glucanase

PA 3 8,1938 0,6725 164,5704  0,0046 145,0946 0,0000
CA 1 0,0170 0,9741 60,4199 0,1437 39,8190 0,0041
PA x CA 3 20,1841 0,3122 11,1503 0,7301 4,9621 0,2791
Residuo 16 15,6620 25,5592 3,5440
C.V. (%) 60,46 58,91 28,84

Em que: (PA) porcentagem de germinacéo; (CA) condi¢bes de armazenamento.

A porcentagem de germinacdo de sementes de pau marfim apresentou
significancia (P<0,05) para os trés locais de coleta na variavel periodo de
armazenamento (Figura 2). A porcentagem declinou até os 240 dias de

armazenamento sendo este o ponto minimo, e aumentou aos 360 dias, sendo que,
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nesse periodo, a germinacdo nado diferiu estatisticamente do periodo O,
apresentando comportamento quadratico para todos os locais de coleta.

60 Yo = 0,0005x2 - 0,180x + 36,32 Yye = 0,0003x? - 0,15x + 28,2y, = 0,0005x2 - 0,217x + 42,65
R2=0,883 R?= 0,992 R2=0,991

¢ Diamante do Oeste (D)
Mercedes (ME)
A Missa (MI)

Germinacéo (%)

0 T T )
0 120 240 360

Periodo de Armazenamento (dias)

Figura 2 — Germinacdo de sementes de Balfourodendron riedelianum (Engler) Engler para diferentes
locais de coleta, durante o periodo de armazenamento.

Ignacio (2013), trabalhando com B. riedelianum, obteve comportamento
semelhante, utilizando a temperatura alternada de germinacdo de 20-30 °C. Porém,
ao empregar temperatura constate de 25 °C, a germinagdo permaneceu a mesma
durante todo o periodo de armazenamento.

Corroborando com os resultados, obtidos neste trabalho, Pinto Junior et al.,
(2012) e Zonta et al. (2014), verificaram que a germinagédo de sementes de Jatropha
curcas ndo sofreram influencia dos ambientes controlado e n&o controlado, durante
0 armazenamento, em embalagem impermeavel.

O indice de velocidade de germinacao (IVG) foi significativo (P<0,05) para as
trés procedéncias na variavel periodo de armazenamento (Figura 3), seguindo
comportamento semelhante ao da porcentagem de germinacéo.

O periodo em que houve melhor expressdo de vigor para as procedéncias
Mercedes e Missal pode ser observado aos 0 e 360 dias de armazenamento. Ja
para Diamante do Oeste, aos 360 dias o vigor das sementes foi superior que dos
demais periodos.

Resultado semelhante foi apresentado por Ignacio (2013), em uma das trés

procedéncias de B. riedelianum pesquisadas, em que nos periodos 0 e 360 dias de
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armazenamento o IVG foi superior aos periodos intermediarios avaliados.

0,35

Yp = 4E-06x2 - 0,001x + 0,193y, = 2E-06X? - 0,001x + 0,169 y,, = 3E-06x? - 0,001x + 0,264
R2 = 0,955 R2= 0,987 R2=0,999
0,30
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Figura 3 — Indice de Velocidade de Germinacdo de sementes de Balfourodendron riedelianum
(Engler) Engler para diferentes locais de coleta, durante o periodo de armazenamento.

Segundo Silva (2001), o pericarpo do fruto maduro de B. riedelianum
apresenta o endocarpo constituido por varias fileiras de fibras, paralelamente
orientadas em relacdo ao eixo do fruto. No mesocarpo, as células parenquimaticas
das camadas subepidérmicas, apresentam forma mais alongada e paredes mais
espessas, € no exocarpo as células epidérmicas possuem parede e cuticula
espessas. Nao existem relatos relacionados a germinacdo com a constituicdo do
fruto, semelhante a espécie estudada nesse trabalho. Muito provavel que o
comportamento semelhante, observado para os trés locais de coleta na germinacéo
e IVG, estejam relacionados com alguma caracteristica do fruto, seja ela de retencao
de umidade ou de inducdo de algum impedimento quimico, ja que o armazenamento
foi hermético e ndo houve trocas com o meio exterior.

Em adicéo, € possivel que a alta porcentagem de germinacao e o alto IVG do
periodo inicial (O dias) em relacdo ao periodo de 120 e 240 dias de armazenamento
seja em decorréncia do beneficiamento dos frutos ter proporcionado a sintese de
etileno, ja que, sua sintese € induzida por tensdes mecanicas, tais como flexao,
friccdo ou agitacdo (GOESCHL; RAPPAPORT; PRATT, 1966; ABELES; MORGAN;
SALTVEIT, 1992). Fato semelhante foi retratado por Uchida e Yamamoto (2002),

trabalhando com sementes de Arabidopsis thaliana que apresentaram maiores taxas
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de germinacao apds serem submetidas a vibra¢cdes mecanicas.

O teste de envelhecimento acelerado proporcionou a identificagdo de maiores
diferencas entre os locais de coleta quanto a resisténcia ao estresse, imposta pelas
condicbes extremas de umidade e temperatura. Para Diamante do Oeste e Missal
houve significancia no periodo de armazenamento. Ja para Mercedes, as condi¢des
de temperatura e umidade impostas ndo foram suficientes para identificar diferencas
no vigor das sementes (P=0,05).

Com o aumento do periodo de armazenamento, houve incremento linear da
porcentagem de germinacdo das sementes de Diamante do Oeste, submetidas ao
envelhecimento acelerado, com o ponto minimo de 24% em 0O dias e ponto maximo
de 45% em 360 dias. Em contrapartida, as sementes, do local de coleta Missal,
iniciaram com alto desempenho (50%), sendo que ao longo do periodo de
armazenamento o teste identificou queda do vigor, atingindo o minimo de 23 % de
germinacao aos 240 dias. A equacgéo que explica esses resultados teve ajuste linear

e polinomial quadratico para Diamante do Oeste e Missal, respectivamente.

60 1 Yo = 0,0001x2 - 0,009x + 25,57 Y = 0,0005%2 - 0,258x + 48,95
R2 = 0,800 R2= 0,955

*
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Figura 4 — Envelhecimento acelerado de sementes de Balfourodendron riedelianum (Engler) Engler
para diferentes locais de coleta, durante o periodo de armazenamento.

A literatura retrata varios trabalhos que assim como na presente pesquisa,
identificaram diferencas entre procedéncias, através do teste de envelhecimento
acelerado, tais como, em aroeira (ARAUJO et al., 2013), Corymbia citriodora
(GONZALES; VALERI; PAULA, 2011), Sebastiania commersoniana (SANTOS;
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PAULA, 2009) e cedro (CHEROBINI; MUNIZ; BLUME, 2008).

Esses resultados podem ser explicados pelas diferencas morfologicas e
fisiolégicas entre sementes, coletadas em diferentes locais. Tal fato, pode ser
claramente observado anteriormente na caracterizacdo dos frutos e no teste de
envelhecimento acelerado. Essas variagdes fenotipicas podem ocorrer devido a
propriedades genéticas da populagdo, como pela influéncia do meio ambiente na
expresséo de seus gendétipos (MORAES et al., 2011; FUZETO; LOMONACO, 2000).

A atividade da enzima peroxidase apresentou interacdo significativa entre o
periodo de armazenamento e as diferentes condicbes de armazenamento para o
local de coleta Diamante do Oeste. Houve menor atividade da peroxidase na
condicdo controlada de armazenamento aos 120 dias em relacdo aos demais
periodos. Ja aos 360 dias, a atividade foi menor na condicdo ndo controlada, em

relacdo aos demais periodos (Tabela 3).

Tabela 3 — Atividade de Peroxidase em sementes de Balfourodendron riedelianum (Engler) Engler,
aos 0, 120, 240 e 360 dias de armazenamento em funcdo das condi¢Bes de
armazenamento para os locais de coleta Diamante do Oeste e Missal.

Diamante do Oeste

Periodo de Armazenamento

CA 0 120 240 360 Média
AC 0,3844a 0,0829b 0,2734a 0,2837a 0,2561
ANC 0,3844a 0,2401a 0,2742a 0,1680b 0,2667
Missal
Periodo de Armazenamento -

CA 0 120 240 360 Média
AC 0,1291 0,2137 0,2137 0,2815 0,2095b
ANC 0,1291 0,2893 0,2893 0,4452 0,2882a

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro.
CA: Condi¢des Ambientais; AC: ambiente controlado; ANC: ambiente ndo controlado

O desdobramento da interagao pode ser observado na Figura 5, em que, para
ambiente de armazenamento controlado houve ajuste quadratico e ambiente néo
controlado o ajuste foi linear, sendo que, para o ambiente controlado a menor
atividade pode ser constatada aos 120 dias. No entanto, para o ambiente nao
controlado houve decréscimo da atividade, ao longo do periodo de armazenamento,
com menor atividade aos 360 dias.

Para o local de coleta Missal, ocorreu significancia nas variaveis periodo de
armazenamento e condicdbes de armazenamento. O ambiente nao controlado
proporcionou maior atividade da peroxidase (Tabela 3). Durante o periodo de

armazenamento (Figura 6) foi possivel observar pelo ajuste linear que ocorreu
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aumento da atividade da enzima, ao longo do periodo, com maior atividade aos 360
dias.

As sementes de Diamante do Oeste, armazenadas em ambiente néo
controlado, apresentaram grau de deterioragcdo mais avancado, em comparacao ao
ambiente controlado, haja vista que a atividade da peroxidase foi reduzida. Shaban
(2013), explica que a medida em que ocorre 0 progresso da deterioracdo além da
germinacao, a atividade enzimatica também é diminuida. Contudo, na procedéncia
Missal, a atividade da peroxidase foi maior, demonstrando que as sementes ainda
nao se encontravam em um grau de deterioracdo tdo avancado quanto o de
Diamante do Oeste. Apesar da porcentagem de germinagao dessas procedéncias
ter aumentado, ao final do periodo de armazenamento, e a atividade de peroxidase
ter apresentado diferentes comportamentos entre os locais de coleta, isso talvez
deve-se as variacdes genéticas dentro de uma mesma espécie, que podem estar
relacionadas com a sua distribuicdo geografica, ou seja, sofrem influéncia das
variacfes ambientais de cada local (BIERNASKI; HIGA; SILVA, 2012).

Atividade de peroxidase foi descrita por Martins, Nakagawa e Ramos (2011),
gue verificaram que a atividade dessa enzima foi a Unica dentre as estudadas que
demonstrou ser eficiente no monitoramento da deterioracdo de sementes de Euterpe
espiritosantensis Fernandes. Porém, em sementes de Mimusops elengia L. atividade
de peroxidase e demais enzimas removedoras de radicais livres, ndo foram
suficientes para prevenir a peroxidacdo de lipideos das membranas, causada pela
extrema perda de agua (TANG, 2012).
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Figura 5 — Atividade de peroxidase em sementes de Balfourodendron riedelianum (Engler) Engler, do
local de coleta Diamante do Oeste, do desdobramento da interacdo entre diferentes
ambientes de armazenamento: ambiente controlado (AC) e ambiente ndo controlado
(ANC), durante o periodo de armazenamento de 360 dias.
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Figura 6 — Atividade de peroxidase em sementes de Balfourodendron riedelianum (Engler) Engler do
local de coleta Missal, em funcéo do periodo de armazenamento.

A atividade de fenilalanina aménia-liase foi significativa, durante o periodo de

armazenamento para o local de coleta Diamante do Oeste (Figura 7). Aos 360 dias,

de armazenamento, 0 método utilizado para deteccdo da atividade dessa enzima,
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ndo detectou atividade, com isso, 0 ajuste dos dados foi quadratico.

Fato semelhante p6de ser observado para Missal, que apresentou interacao
significativa e também néo pode ser detectado atividade da fenilalanina amonia-liase
aos 240 e 360 dias para a condicao controlada e para condicdo ndo controlada,
apenas em 0 dias, foi detectada atividade (Tabela 4) (Figura 8).

Tanto para Diamante do Oeste, quanto para Missal, nos periodos de
armazenamento, em que foi detectada atividade dessa enzima, ndo houve diferenca
significativa, o que poderia indicar que toda a rota dos fenilpropanéides nao sofreu
alteracdo durante esses periodos. Com isso, mecanismos como sintese de lignina,
compostos fendlicos, quinonas, dentre outros, podem néo ter sido potencializados
em funcéo do periodo de armazenamento em que foi detectada atividade.

A baixa atividade de enzimas deve ter influenciado na néo identificacdo da
atividade da fenilalanina amoénia-liase em determinados periodos. Os resultados
observados para Diamante do Oeste apresentaram relacdo com a enzima
peroxidase na condi¢cdo ndo controlada, em que ocorreu diminuicdo da atividade. Ja

para Missal, essa relacdo ndo pode ser observada.
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Figura 7 - Atividade de fenilalanina amoénia-liase de sementes de Balfourodendron riedelianum
(Engler) Engler, do local de coleta Diamante do Oeste, em funcdo do periodo de
armazenamento.
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Tabela 4 — Atividade de fenilalanina aménia-liase, do local de coleta Missal, do desdobramento da
interacao entre diferentes condicdes de armazenamento e o periodo de armazenamento.

Periodo de Armazenamento

Local de Coleta CA 0 120 40 360 Média
Missal AC 0,1472a 0,1615a 0,0000a 0,0000a 0,0772
ANC 0,1472a 0,0000b 0,0000a 0,0000a 0,0368

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro.
AC: ambiente controlado; ANC: ambiente ndo controlado
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Figura 8 — Atividade de fenilalanina amoénia-liase em sementes de Balfourodendron riedelianum
(Engler) Engler, do local de coleta Missal, do desdobramento da interacdo entre
diferentes ambientes de armazenamento: ambiente controlado (AC) e ambiente néo
controlado (ANC), durante o periodo de armazenamento de 360 dias.

A atividade da B-1,3-glucanase para Mercedes apresentou significancia para
o periodo de armazenamento (Figura 9), sendo que obteve ajuste quadratico,
havendo um aumento de sua atividade aos 167 dias e decréscimo aos 360 dias.

Para Missal, tanto o periodo quanto as condicbes de armazenamento foram
significativas, sendo que em condi¢cdes ndo controladas houve maior atividade da
enzima (Tabela 5). Durante o periodo de armazenamento, houve pico da atividade
em O dias com subsequente diminuigéo e estabilizacdo da atividade (Figura 9).



24

Tabela 5 — B-1,3-glucanase em sementes de Balfourodendron riedelianum (Engler) Engler, do local
de coleta Missal, em funcdo das condicbes de armazenamento e do periodo de

armazenamento.
Missal
Periodo de Armazenamento .
CA 0 120 240 360 Média
AC 1,3834 0,3064 0,3064 0,0996 0,5239b
ANC 1,3834 0,6076 0,6076 0,5277 0,7816a

*Médias seguidas pela mesma letra mailscula na linha e mindscula na coluna, ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.
CA: Condi¢cdes de armazenamento; AC: ambiente controlado; ANC: ambiente ndo controlado
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Figura 9 — Atividade de B-1,3-glucanase de sementes de Balfourodendron riedelianum (Engler)
Engler, dos locais de coleta Mercedes e Missal, em funcdo do periodo de
armazenamento.

A B-1,3-glucanase apresenta papel importante, durante a germinacdo de
sementes de tabaco (LEUBNER-MENTZGER et al., 1995), catalizando a hidrolise
dos componentes da parede celular, resultando no enfraquecimento da regiéao
micropilar do endosperma, onde ocorre a protrusdo da radicula. Contudo, em
sementes de tomate (MOROHASHI; MATSUSHIMA, 2000) a atividade de B-1,3-
glucanase foi detectada apenas ap0s a protrusao da radicula.

Segundo Leubner-Mentzger (2003), a B-1,3-glucanase atua como um fator
chave na regulacdo da dorméncia e germinacdo de sementes, em resposta a
condicbes ambientais e hormonais, ja que a expressao da B-1,3-glucanase e a
ruptura do embrido sdo promovidas pela giberelina (GA) e etileno e podem ser

inibidos pelo acido abscisico (ABA). Tal fato foi reportado por Farashah et al.,
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(2011), em sementes dormentes de Origanum vulgare L. que apresentavam baixa
atividade da enzima. No entanto, essa atividade enzimatica foi maior em sementes
germinadas ap0s serem submetidas a quebra dorméncia.

A atividade da enzima B-1,3-glucanase apresentou comportamento distinto
entre sementes colhidas em diversos locais, assim como pode ser observado para a
peroxidase. Levando-se em consideragcdo o papel da B-1,3-glucanase na
germinacao das sementes, apenas para o local de coleta Missal houve uma relacéo
da atividade da enzima com a germinacao e IVG nos periodos 0, 120 e 240 dias de
armazenamento, no entanto, em 360 dias 0 mesmo nao pode ser observado. J4, em
Mercedes, houve comportamento contrario.

Os resultados, obtidos, reforcam o fato de que as diferencas genéticas entre
sementes, oriundas de locais diferentes aliadas ou ndo as condicbes climaticas,
influenciam nas caracteristicas morfologicas, fisiologicas e bioquimicas das
sementes desta espécie (MARTINS et al., 2007; MARTINS; NAKAGAWA; RAMOS,
2011).

2.4 CONCLUSAO

A perda da capacidade germinativa de sementes de Balfourodendron
riedelianum (Engler) Engler foi possivel ser detectada através da atividade da
enzima peroxidase para Diamante do Oeste e Missal e pela enzima B-1,3-glucanase
para o local de coleta Missal, nos periodos de armazenamento de 0, 120 e 240 dias.
O padrédo de envelhecimento das sementes de B. riedelianum foi variavel para
diferentes locais de coleta, bem como, para as diferentes condicbes de

armazenamento.
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3 EQUACOES DE LONGEVIDADE PARA SEMENTES DE Balfourodendron
riedelianum (ENGLER) ENGLER

RESUMO

A longevidade € o periodo em que as sementes se mantém viaveis. A previsdo da
perda de viabilidade das sementes, em relacdo as condicbes de armazenamento a
que sao submetidas, € de extrema importancia para a avaliacdo de sua
armazenabilidade. O Balfourodendron riedelianum (Engler) Engler € uma espécie
lenhosa nativa, de importancia econdmica e ecolbgica, popularmente conhecida
como pau marfim. O presente trabalho objetivou determinar as constantes da
equacdao de longevidade de pau marfim e predizer o periodo de armazenamento das
sementes desta espécie. Foram estudadas sementes, colhidas nos seguintes locais
de coleta: Diamante do Oeste, Mercedes e Missal — PR. Para o teste de germinacéo,
utilizou-se a temperatura alternada de 20-30°C, com fotoperiodo de 8 horas. As
sementes foram armazenadas em embalagem hermética de vidro, pelo periodo de
360 dias, em ambiente controlado e nao controlado. Para a elaboracdo das
equacles de longevidade determinou-se as constantes que compdem a equacao,
através de curva de regressdo. A determinacdo da longevidade das sementes ndo
foi possivel, pelo fato das sementes ndo terem apresentado comportamento

germinativo cumulativo negativo durante o periodo de armazenamento.
Palavras-chave: Pau marfim, Constantes de viabilidade, Viabilidade, Deterioragéo.
LONGEVITY EQUATIONS FOR Balfourodendron riedelianum (ENGLER) ENGLER
SEEDS
ABSTRACT
Longevity is the period in which the seeds remain viable. The forecast loss of seed
viability in relation to storage conditions to which they are subjected is extremely

important for the evaluation of storability. The Balfourodendron riedelianum (Engler)

Engler is a native woody species, economic and ecological importance, popularly
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known as ivory stick. This study aimed to determine the constants of wood ivory
longevity equation and predict the shelf life of the seeds of this species. Seeds were
studied in the following collection sites: Diamante do Oeste, Mercedes and Missal -
PR. For germination test was used alternating temperature of 20-30°C with a
photoperiod of 8 hours. The seeds were stored in glass hermetic packaging for 360
days period in controlled and uncontrolled environment. For the development of
longevity equations was determined the constants that make up the equation by
regression curve. For ivory wood seeds studied in this work, the constant found to
predict longevity were: Ke = 12; Cw = -0.75; Ch = 0.0195; Cq = 0. The determination
of seed longevity was not possible, because the seeds had not presented negative

cumulative germination behavior during the storage period.

Key-words: Ivory wood, Viability constants, Viability, Deterioration.

3.1 INTRODUCAO

O Balfourodendron riedelianum (Engler) Engler € conhecido, vulgarmente,
como pau-marfim (LORENZI, 2008). Carvalho (2004), afirma que essa espécie
apresenta diferentes ecaétipos, pois, frequentemente, sdo encontrados exemplares
com folhagem durante a estacdo de repouso fisioldgico, apesar de ser classificada
como caducifélia. As sementes do pau-marfim sdo classificadas como sendo de
comportamento ortodoxo em relagdo ao armazenamento (CARVALHO, 2003), ou
seja, apresentam maior tolerancia a dessecacdao, resistindo ao armazenamento por
periodo prolongado.

A previsdo da perda de viabilidade de sementes armazenadas, por meio de
modelos mateméticos, € importante tanto para a manutencdo de bancos de
germoplasma como para 0 gerenciamento da produgdo e armazenamento de
sementes (MEAD; GRAY, 1999). Modelos matematicos, usados para descrever a
perda de viabilidade de sementes ortodoxas, durante 0 armazenamento, geralmente,
levam em consideracao a viabilidade inicial, periodo de armazenagem, teor de agua
e temperatura das sementes (SINICIO, BHERING, VIDIGAL, 2013). Sementes
ortodoxas sao tolerantes a dessecacao, por tolerarem os efeitos imediatos da perda
severa de agua.

A longevidade de sementes ortodoxas, armazenadas, aumenta
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progressivamente a medida que a umidade relativa (UR) do ambiente de
armazenamento é reduzida até, aproximadamente, 20% e, entdo, tendéncia inversa
pode ser observada com UR abaixo desse valor (MEDEIROS; EIRA, 2006).

Essa perda de longevidade das sementes tem sido prevista com sucesso
para muitas espécies ortodoxas, utilizando-se o modelo de Ellis e Roberts (1980),
conforme Equacgéo (2).

v=K;— p Equacéo (2)

10Ke—CWlogm—CHt_ CQtZ

Em que:

v = porcentagem de viabilidade das sementes, apos periodo de armazenamento;
p = tempo de armazenamento em dias;

K;= constante que quantifica a viabilidade inicial do lote de sementes;

K,= constante relacionada com a espécie;

m = grau de umidade das sementes (em base umida);

t = temperatura de armazenamento (°C);

C,,= constante que descreve o efeito relativo da umidade na longevidade;

CneCy= constantes que descrevem o efeito da temperatura de armazenamento na

longevidade.

O termo K| deste modelo € uma constante que representa uma estimativa da
gualidade inicial das sementes, especifica para cada lote de sementes, que depende
de varios fatores, sendo os mais importantes o genotipo, as condicbes de pré-
armazenamento e a sua interacdo (ELLIS; ROBERTS, 1980). O valor de K; é
determinado, pela interceptacédo da curva de sobrevivéncia das sementes plotadas
em probit, com o tempo zero de armazenamento. Probit € um tipo de regressao
utilizado para analisar variaveis com resposta binomial, que transforma a curva
sigmoide em uma linha reta, permitindo, assim, os dados serem analisados por meio
de regresséao, através dos minimos quadrados (VICENT, 2013).

O coeficiente K¢ representa o valor extrapolado do log a 1% de umidade e
0°C. O valor de C,, descreve o efeito relativo ao teor de agua na longevidade. Os
efeitos combinados dos coeficientes Cy, e Cy descrevem a resposta da longevidade a
temperatura (SINICIO, BHERING, VIDIGAL, 2013).
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A Equacao prevé a porcentagem de germinagao, esperada para qualquer lote
de sementes, durante o armazenamento para diferentes valores de temperatura e
grau de umidade das sementes, maneira relativamente simples e precisa (HONG;
ELLIS, 2003; TEIXEIRA, 2010).

A determinacdo das constantes de espécies € um processo moroso que
consome muitos recursos, especialmente sementes, sendo que, a constante Ke
pode ser afetada pela maturacdo das sementes (KEW GARDENS, 2014).

Varios trabalhos vém utilizando a determinacédo de equacdes de longevidade
em diversas espeécies, tais como Fantinatti (2004), com Eucaliptus grandis e Pinus
taeda, Ignacio (2013), com Balfourodendron riedelianum e Sinicio, Bhering e Vidigal
(2013), com Mpyrciaria jaboticaba. Desta forma, este trabalho teve como objetivo
determinar as constantes da equacao de longevidade de pau marfim e predizer o

periodo de armazenamento das sementes desta espécie.

3.2 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Sementes e Mudas da
Universidade Estadual do Oeste do Parana — UNIOESTE, Campus de Marechal
Candido Rondon, PR.

Os frutos de B. riedelianum (Engler) Engler (RNC: 23531) foram colhidos
manualmente com auxilio de podao, durante o més de junho de 2013, de 4 matrizes,
de cada local de coleta, previamente marcadas dentro do convénio
UNIOESTE/ITAIPU BINACIONAL, sendo estas, localizadas na Bacia do Parana lll,
em fragmentos florestais.

Utilizaram-se trés lotes de frutos maduros (coloracdo marrom) de pau marfim,
colhidos, nas regifes: Diamante do Oeste, Mercedes e Missal, no Estado do Parana.

O clima da regido, abrangendo todas as localidades de coleta, segundo
classificacio de Koppen é o Subtropical Umido Mesotérmico (Cfa), com verdes
quentes, temperatura média superior a 22 °C, com tendéncia a concentracdo de
chuvas, invernos com geadas pouco frequentes, com temperatura média inferior a
18 °C, contudo, sem estacao seca definida. Nos locais de coleta, predominam solos
do tipo Latossolo Roxo Eutréfico, argiloso, profundo e de boa drenagem (EMBRAPA,
2013).

A regido de Diamante do Oeste esta a altitude média de 266 m com
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coordenadas geograficas 24°57'532" latitude sul e 54°09'556” longitude oeste, a
regido de Mercedes com coordenadas geograficas de 24°24'503” S e 54°07'896"” O
e altitude de 281 m, e a regido de Missal com coordenadas geograficas de
25°01'661" S e 54°12’411” O e altitude de 358 m.

Apés a colheita, os frutos foram submetidos & secagem, para tanto, foram
mantidos sobre estruturas de madeira com tela, em ambiente aberto e ventilado, na
Estacdo Experimental Prof. Antonio Carlos dos Santos Pessoa da Universidade
Estadual do Oeste do Parana — UNIOESTE, Campus Marechal Candido Rondon —
PR. A secagem dos frutos estendeu-se pelo periodo de 12 dias, até atingirem grau
de umidade (B.U.) de 9%, ideal para o armazenamento hermético.

Posteriormente a secagem, foi realizado beneficiamento manual, objetivando
a retirada de alas. Para tanto, os frutos foram acondicionados dentro de um saco de
polipropileno, que foi submetido a varias batidas com auxilio de um pedaco de
madeira, feito isso, os frutos foram retirados e friccionados sobre uma peneira de
metal para a retirada completa das alas. Em seguida, parte dos frutos foi utilizada
para as avaliacdes prévias, e outra parte foi armazenada.

Os frutos foram armazenados em embalagem hermética de vidro transparente
com tampa de rosca e capacidade de 500 mL, vedadas com fita adesiva. Cada
embalagem continha 175 frutos, com isso, para cada periodo de avaliagdo eram
utilizadas duas embalagens por tratamento, por conter a quantidade de frutos
necessarios para os testes.

As embalagens, contendo os frutos, foram armazenadas em dois ambientes:
controlado e ndo controlado. O ambiente controlado possuia ar condicionado e
desumidificador para controle das condi¢cdes ambientais e estas variaram entre 13 e
17 °C de temperatura, monitoradas por termo-higrometro, modelo Gehaka. No
ambiente ndo controlado, as embalagens, contendo os frutos, eram mantidos sobre
uma estante em uma sala arejada, e a temperatura variou conforme apresentado na

Figura 10, sendo que foi monitorada por termo-higrémetro, modelo Incoterm.
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Figura 10 — Dados de temperatura maxima e minima (°C) do ambiente ndo controlado de
armazenamento, Marechal Candido Rondon, PR, entre Julho de 2013 a Junho de 2014.

Os testes laboratoriais foram realizados aos 0, 120, 240 e 360 dias, ap0s o
beneficiamento dos frutos, caracterizando os periodos de armazenamento. Os
parametros, avaliados, foram: grau de umidade, massa seca de sementes,
germinacao e indice de velocidade de germinacgéo (IVG).

O pau marfim apresenta fruto do tipo sdmara (CARVALHO, 2004). A extracao
da semente inteira do fruto € muito dificil. Portanto, o fruto é utilizado como unidade
de reproducdo. Para facilitar o entendimento, neste trabalho, serd utlizada a
denominac&o semente para o fruto.

O grau de umidade foi determinado através de método de estufa, pela
diferenca de massas, apds as sementes serem submetidas a estufa, com
temperatura de 1052 °C por 24 horas (BRASIL, 2009), foram utilizadas quatro
repeticbes de 25 sementes. Os resultados foram expressos em porcentagem na
base umida.

A massa seca de sementes foi determinada, simultaneamente, ao grau de
umidade, sendo utilizadas quatro repeticdes de 25 sementes para cada tratamento,
0s resultados foram expressos em gramas.

O teste de germinacéo foi conduzido com 25 sementes para cada repeticao
dos tratamentos, em rolo de papel germitest umedecido com agua na proporcéo de

2,5 vezes 0 peso do substrato (BRASIL, 2009). Os rolos de papel foram mantidos
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em camara de germinacdo (BOD) em temperatura alternada de 20-30 °C com
fotoperiodo de 8 horas de luz, associada a temperatura mais alta e 16 horas de
escuro (IGNACIO, 2013). As contagens foram realizadas diariamente para a
avaliacdo de sementes germinadas pelo periodo de 90 dias. Considerou-se semente
germinada a plantula que emitiu os cotilédones e apresentou sistema radicular
desenvolvido (SILVA, 2001; IGNACIO, 2013). Em cada fruto pode-se encontrar mais
de uma plantula, mas computou-se apenas a primeira. Os resultados foram
expressos em porcentagem de plantulas normais.

O experimento seguiu o delineamento inteiramente casualisado (DIC), em
esquema fatorial 4x2 (4 periodos de armazenamento e 2 ambientes de
armazenamento), com quatro repeticoes. As procedéncias foram avaliadas
isoladamente.

Apés a obtencdo de todos os dados de qualidade de sementes, foram
elaboradas equacdes de viabilidade, propostas por Ellis e Roberts (1980), através da
Equacéo (2), com a finalidade de predizer a viabilidade das sementes de pau marfim
durante o armazenamento.

Para cada local de coleta em cada ambiente de armazenamento, os valores
médios de porcentagem de germinacgdo, foram transformados em probit, utilizando-
se a tabela de transformacédo de valores de porcentagem proposta por Finney
(1952). Na obtencdo da equacdo de viabilidade, torna-se necessaria a
transformacdo dos dados, pois, deste modo, os ciclos de vida individuais das
sementes ficam distribuidos de maneira uniforme.

Os resultados, em probit, foram submetidos a analise de regressao linear,
obtendo-se a curva de sobrevivéncia das sementes e, consequentemente, o valor de
K;, que é o ponto de interceptacdo da curva no eixoy.

Especifico para cada procedéncia das sementes, o valor de K;, foi
equacionado em funcdo dos resultados do teste de germinacdo antes do
armazenamento.

Para melhor compreenséo, os dados de porcentagem de germinagao, depois
de armazenamento a cada combinacdo de grau de umidade/temperatura, foram
colocados em graficos X-Y e as linhas de regresséo linear foram obtidas, a partir de
valores de probit, através da mudanca da escala no eixo Y.

Valores de sigma para cada combinagédo de temperatura de armazenamento

e grau de umidade dos frutos, foram determinados por meio de regresséo linear com



37

base nas curvas de sobrevivéncia dos frutos (o valor de sigma € igual ao negativo do
inverso do coeficiente angular da reta). Com o uso de logaritmos decimais de sigma
e de grau de umidade, para cada tratamento umidade/temperatura, foi possivel a
obtencdo das constantes especificas para a definicdo da equacdo de longevidade
para a espécie.

Os coeficientes, apresentados na equacgao de viabilidade (K., C,, Cy € Cp)
foram determinados, utilizando-se regressao linear mutipla, em funcédo do grau de
umidade inicial das sementes (9,2%) e da temperatura média no armazenamento
(23 °C em ambiente nao controlado e 15°C em ambiente controlado).

Para obtencg&o das curvas de viabilidade e realizagao das regressoes, utilizou-
se o software Sigma Plot versédo 12.0 (SIGMA PLOT, 2011).

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As percentagens de plantulas normais, obtidas nos testes de germinacéo,
foram transformadas para probit (Tabela 6), por meio da Analise de probit (FINNEY,
1952), para determinacdo do K; (Tabela 7). Verifica-se que para todas as
procedéncias estudadas houve queda da germinacéo até o periodo de 240 dias de

armazenamento, e um aumento da porcentagem ao final desse periodo.

Tabela 6 — Valores de germinacéo (G), obtidos em porcentagem e em unidades de probit para as
sementes de Balfourodendron riedelianum (Engler) Engler, dos diferentes locais de
coleta para cada condicdo de armazenamento.

Periodo de Armazenamento (dias)
Local de Coleta CA 0 120 240 360

G(%) Probit G(%) Probit G(%) Probit G(%) Probit
AC 35 4,61 31 4,50 19 4,12 40 4,75

Diamante do Oeste

Missal
ANC 43 4,82 34 4,59 21 4,19 32 4,53

CA: Condicdes de armazenamento; AC: ambiente controlado; ANC: ambiente ndo controlado; G:
germinacao

As curvas de sobrevivéncia de sementes de B. riedelianum (Figuras 11 e 12)

em probit, obtidas através da regressao linear, apresentaram diferentes formatos,
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nos diferentes locais de coleta e ambientes de armazenamento, ndo havendo
distribuicdo cumulativa negativa, sendo que, esse fato pode ser explicado pelo
resultado do teste de germinacao (Tabela 6), que ao final do periodo apresentou um
aumento da porcentagem.

Lopes (2007), obteve curvas de sobrevivéncia, apresentando o mesmo
formato e distribuicdo cumulativa negativa para sementes de tomate de diferentes
acessos. Ignacio (2013), trabalhando com a mesma espécie do presente trabalho,
verificou que as curvas de sobrevivéncia, apesar de apresentarem a mesma
distribuicdo cumulativa negativa, apresentaram taxas de decréscimo diferenciadas
para diferentes procedéncias e diferentes ambientes de armazenamento. O mesmo
pode ser observado neste trabalho, porém, sem apresentar distribuicdo cumulativa

negativa.

£g | yp = 0,00008x + 4,44y, =0,0005x + 4,246 Y, =-0,0006x + 4,616
' R2=0,039 R2=0,135 R2=0,016

t &
4,6

4,2

¢ Diamante

Germinacéao (Probit)

38 - Mercedes

A Missal
3,4 A

3,0
0 120 240 360

Periodo de Armazenamento(dias)

Figura 11 - Curva de sobrevivéncia, em probit de sementes de Balfourodendron riedelianum (Engler)
Engler, armazenadas em ambiente controlado (15 °C), apresentando grau de umidade
médio de 9,2%.
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8 Yo =0,001x + 4,314  y,_=-6E-05x + 4,318 Yy = -0,001x + 4,723
' R2=0,289 R2 = 0,004 R2=0,396
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(T
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Figura 12 - Curvas de sobrevivéncia, em probit de sementes de Balfourodendron riedelianum (Engler)
Engler, armazenadas em ambiente ndo controlado (25 °C), apresentando grau de
umidade médio de 9,2%.

E possivel verificar a diferenca entre o K; nas procedéncias (Tabela 7), e entre
0s ambientes de armazenamento, dentro da mesma procedéncia. O modelo de Ellis
e Roberts (1980), ndo apresentou alta precisdo no ajuste para as sementes de pau
marfim, porque as regressodes lineares das curvas de sobrevivéncia das sementes
resultaram num R? médio de 0,113 e um desvio padrdo médio de 0,2446 probit. O
desvio padrao médio de K;, obtido, € bem maior do que o obtido por Ignacio (2013),
em pesquisa com a mesma espécie que obteve desvio padrdo médio de 0,1839
probit.

Tabela 7 - Qualidade inicial estimada (K; em probit) de sementes de Balfourodendron riedelianum

(Engler) Engler, de diferentes locais de coleta, nas diferentes condicdes de
armazenamento (CA): controlado (15 °C) e nao controlado (25 °C).

Local de Coleta CA K; estimado Desvio Padrao R®
AC 4,489 0,2701 0,000
Diamante do Oeste
ANC 4,358 0,3338 0,129
""""""""""""""""""""" AC 4246 02317 0135
Mercedes
ANC 4,318 0,1330 0,004
T AC 4616 0,2387 0,016 i
Missal
ANC 4,723 0,2603 0,396

CA: Condicao de armazenamento; AC: ambiente controlado; ANC: ambiente nao controlado

Existe uma grande diferenga entre o0s coeficientes utilizados para
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determinacao da longevidade das sementes de B. riedelianum, especifico para cada
condicdo de armazenamento (Tabela 8). Com isso, determinou-se as constantes Ke,
Cw, Ch e Cq, independente das condi¢des de armazenamento e procedéncias (geral
na Tabela 8). Sendo assim, estas constantes devem ser utilizadas para determinar a
longevidade de sementes de B. riedelianum.

Contudo, as constantes, obtidos por Ignacio (2013), para a mesma espécie
em estudo, foram Ke (2,8667), Cy (9,7697E°%), Cp, (1,3435E%) e C4(1,1651E°5),
apresentaram grande diferenca das constantes, obtidas nesse trabalho. Essa
desigualdade deve ter ocorrido, devido as diferencas dos lotes de sementes e
condicdes de germinacdo que geraram germinacdo cumulativa negativa para Ignacio

(2013) néo ocorrendo 0 mesmo na presente pesquisa.

Tabela 8 - Coeficientes para determinar a longevidade de sementes de Balfourodendron riedelianum
(Engler) Engler.

Local de CA Ke Puator Cw Puator Ch Puator Cq Pator
Coleta
AC -1,3848 1,0000 -0,8570 0,9391 0,0917 1,0000 0,0061 1,0000
Diamante
ANC  -2432,7228 <0,0001 -830,9375 <0,0001 99,5142 <0,0001 4,0502 <0,0001
TUUUTTTUTTTTTTAC T 86401 1,0000 = 3,1907 09853 05764 1,0000 0,0384 ~ 1,0000
Mercedes ANC  -40,4640 1,0000 1,2599 0,8001 1,3762 1,0000 0,0358 1,0000
CUUTTTTTAC T T 2,0638 1,0000 - 1,2483 03097 0,1976 1,0000 0,0132 "~ 1,0000
Missal ANC -2,3848 1,0000 0,9936 0,0056 0,0951 1,0000 0,0038 1,0000
Geral 12,0000 <0,0001 -0,7500 <0,0001 0,0195 <0,0001 0,0000 <0,0001

CA: Condicdo de armazenamento; AC: ambiente controlado; ANC: ambiente ndo controlado

A determinacdo da longevidade das sementes, utilizando a equacgao de
longevidade com as constantes, encontradas, gerou valores que extrapolaram os
limites reais. Esse fato pode ter ocorrido porque para essa determinacdo, a
germinacdo precisa apresentar comportamento cumulativo negativo (KEW
GARDENS, 2014). O mesmo nao pode ser observado nos resultados, obtidos, ja

gue, no ultimo periodo de armazenamento, essa porcentagem voltou a aumentar.

3.4 CONCLUSAO

N&o foi possivel prever a longevidade das sementes de Balfourodendron
riedelianum (Engler) Engler, devido ao comportamento germinativo ndo cumulativo

negativo durante o periodo de armazenamento.
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4 CONCLUSOES GERAIS

Sementes de Balfourodendron riedelianum (Engler) Engler podem ser
monitoradas quanto a sua deterioracdo através da atividade das enzimas peroxidase
e B-1,3-glucanase para os locais de coleta Diamante do Oeste e Missal; e para
Missal nos periodos de 0, 120 e 240 dias de armazenamento, respectivamente.

O envelhecimento das sementes de B. riedelianum seguiu padrdo variavel
tanto para os locais de coleta, quanto nas condigbes de armazenamento controlado
e ndo controlado.

A longevidade das sementes de B. riedelianum nao foi possivel ser prevista,
devido ao comportamento germinativo ndo cumulativo negativo durante o periodo de

armazenamento.
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APENDICES

APENDICE A — Frutos maduros de Balfourodendron riedelianum (Engler) Engler,
colhidos em diferentes locais de coleta
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APENDICE B - Secagem dos frutos de Balfourodendron riedelianum (Engler) Engler,
sobre estruturas de madeira com tela, em ambiente aberto e
ventilado, na Fazenda Guara da Universidade Estadual do Oeste do

-UuU - PR.

f
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Frutos de Balfourodendron riedelianum (Engler) Engler,
armazenados em embalagem hermética de vidro transparente
com tampa de rosca e capacidade de 500 mL, vedadas com

fita adesiva, dos locais de coleta (da esquerda para direita):
Missal, Mercedes, Diamante do Oeste.
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APENDICE D — Plantulas normais de Balfourodendron riedelianum (Engler) Engler.




