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RESUMO

A conservagdo de sementes é de suma importancdaapareservacao da diversidade
biologica em bancos de germoplasma. A avaliacaoatdlidade das sementes é realizada
principalmente através de testes de germinacaénpeste ndo é capaz de detectar danos
decorrentes do envelhecimento natural em seus@siadtiais, minimizando os efeitos da
erosao genética ao regenerar a amostra quandcsreaiteentes do acesso ja se encontram
mortas. Nesse contexto o objetivo desse estudaviaiar o efeito da deterioracdo de
sementes d®albergia nigra por meio do teste de tetrazoélio, condutividaddriek e
analises citogenéticas. As sementes coletadas ferammlhecidas artificialmente, sendo
mantidas a 42°C por 24, 48, 72 e 96 horas. Postegite foram realizadass testes de
germinacdao, tetrazolio, condutividade elétricateganético. O experimento foi realizado
com delineamento inteiramente casualizado com 4tigges de 25 sementes por
tratamento, para cada variavel analisada, parargemarmazenadas e recém coletadas. A
analise estatistica foi efetuada por meio de anales variancia entre os tratamentos,
seguido pelo teste de Tukey, a 5%. Foi feita aetagéo simples entre as variaveis
avaliadas e a germinacdo e também a correlacaavanidtla, que evidencia o efeito
conjunto de variaveis sobre a germinacao, utilivesel modelos de regresséo linear,
guadraticos e modelos nao lineares. Os resultadsramam que a medida que o tempo de
envelhecimento aumentou a germinacao diminuiu.s5dados foram comprovados com o
teste de tetrazdlio, que apresentou correlacdoonalia com a germinagcédo. O teste de
condutividade elétrica identificou que um dos lotles sementes estava com qualidade
fisiologica muito baixa, porém, dentro de um medote, ndo se mostrou eficiente em
distinguir sementes com distintos niveis de qudkdisiologica. O indice de velocidade
de germinacdo mostrou-se como o teste mais pronpssa identificar lotes com perda de
qualidade fisiologica. A frequéncia das anormaleaéncontradas na mitose aumentou
com o tempo de duracdo do teste de envelhecimerdterado, sugerindo que a
germinacdo diminui & medida que a frequéncia derajfiies cromossémicas aumenta,
sendo as anormalidades ponte e cromossomo retawdasaque apresentam efeito mais
pronunciado. De acordo com os dados obtidos, sisgegeie, em associacao aos testes de
germinacdo seja avaliado também o indice de veldeidle germinagdo como forma de

deteccao de envelhecimento de forma precoce.

Palavras chave:conservagéex situ, deterioracdp envelhecimento, jacaranda da babhia,

citogenética.



ABSTRACT

The conservation of seeds is of utmost importanceltfe preservation of the biological
diversity in germplasm banks. The evaluation of\ttability of the seeds is accomplished
mainly through germination tests; however, thisas capable to detect related damages of
the natural aging in its initial stadiums, mininmigithe effects of the genetic erosion when
regenerating the sample, when many seeds of the Isealready meet dead. In this
context, the objective of this study was to evautite effect of seed deterioration in
Dalbergia nigra by the tetrazolium test, electrical conductivitydacytogenetic analyzes.
The collected seeds were artificially aged, beiagtlat 42 ° C for 24, 48, 72 and 96 hours.
Subsequently, we performed the germination testsgzolium, electrical conductivity and
cytogenetics. The experiment was conducted witbraptetely randomized design with 4
replications of 25 seeds per treatment for eaclabiar analyzed, stored seeds and newly
collected. The statistical analysis was perfornisd analysis of variance between
treatments, followed by Tukey test at 5%. It wadlenthe simple correlation between the
variables assessed and germination, and also thraniate correlation, which reflects the
joint effect of variables on the germination, uslimgear regression models, quadratic and
nonlinear models. The results showed that as tlmegagne increased the germination
decreased. These data were confirmed with theztétwan test, which showed very high
correlation with the germination. The electricahdactivity test identified that one lot of
seed were with physiological quality too low, howevwithin the same batch, did not
show efficient to distinguish seeds with differgiysiological quality levels. The rate of
germination speed showed up as the most promigsgto identify lots with loss of
physiological quality. The frequency of abnormastifound in mitosis increased with the
duration of the accelerated aging test, suggestiag the germination decreases as the
frequency of chromosomal aberrations increases,abndrmalities bridge and latecomer
chromosome, those that present most pronouncecdt.effecording to the data obtained, it
iIs suggested that, in association to the germinatest is also evaluated the rate of

germination speed as a way of detecting the premaiying.

Keywords: conservation ex situ, deterioration, viabilitygirag, jacaranda da bahia,
cytogenetic
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1- INTRODUCAO

A conservagdo de recursos genéticos € uma atividattatégica para o pais e
considerada de seguranca nacional, assegurandontnuegdo dos trabalhos de
melhoramento, visando a obtencdo de cultivares pradutivas e adaptadas as regides

brasileiras.

A conservacdo de sementdambém apresenta um papel importante para a
formagao de mudas ou para a semeadura gdo@ta objetivos de reflorestamento, no caso
de espécies florestais. Uma vez que a producacecierdes é dependente de fatores
bidticos e abioticos, muitas espécies podem tepsuducdo de sementes reduzida ou até
mesmo inexistir. Existem espécies que ficam até aem produzirem sementes, enquanto
outras intercalam altas produgbes com periodos @enogorrem producdes irregulares
(PINA-RODRIGUES e PEREIRA, 1993para esses casos, a conservacio de sementes, ou
outro germoplasma, apresenta uma importancia aadar, pois garante a possibilidade

de propagacéao continuada ao longo dos anos.

O entendimento da biologia da semente é impergtara o desenvolvimento de
ferramentas efetivas de conservacgéo (EL-KASSABYD®VARDS, 1998). Esta tem sido
meta constante entre o0s pesquisadores, tecnokgestprodutores de sementes para
subsidiar o manejo racional, desde a manutencadbatleos de germoplasma até a

comercializacao e estabelecimento de uma novaraltlSBERTI e GOMES, 1998)

Para espécies ameacadas de extincdo, como é ae&smbergia nigra (Vell.)
Allem&o ex Benth esses estudos tém sua importéaomentada, pois as sementes
conservadas, na fornes situ, podem ser utilizadas para o reflorestamento e&saCom o
fortalecimento da politica ambiental espera-se umeamto na demanda por sementes de
espécies nativas, que constituem insumo basico programas de recuperacado e
conservagdo de ecossistemas (CARVALHO, SILVA e DBE] 2006). Dessa forma,
estudos que objetivem entender os processos fisgcosiologicos associados ao
armazenamento e conservacao de sementes séo fumdznpara que essa demanda possa

ser atendida.

A longevidade da semente € caracteristica de csgécie e 0 armazenamento
adequado é uma estratégia fundamental para maéaoteacsua viabilidade. A qualidade

das sementes ndo € melhorada pelo armazenamerdgopoda ser mantida com um
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minimo de deterioracdo possivel, mediante estocaapquada. Assim, estabelecer as
condi¢cdes otimas de armazenamento € de fundamiempaktancia para minimizar ou
retardar os efeitos da deterioracédo das semen®RQ®S FILHO, 2005).

A viabilidade das sementes durante o armazenanumgende de varios fatores
(CARVALHO e NAKAGAWA, 2000). Primeiramente, a resptao das sementes deve ser
mantida em um nivel minimo, apenas o suficient&a paanté-las vivas, mas em taxas
suficientemente baixas para evitar o consumo dervas e a oxidacdo degenerativa
(FOWLER, 2000). Um fator que contribui para iss@ @educdo da temperatura. Tal
condicdo diminui o metabolismo da semente e afprafdo de microrganismos, o que
favorece a viabilidade das sementes (BARBEDO, BIlldAFIGUEIREDO-RIBEIRO,
2002). Os microrganismos também serdo mais bemotatids se as sementes mantiverem
baixo teor de agua, que pode ser mantidas comugdedia umidade relativa do ambiente
de armazenamento (CARVALHO e NAKAGAWA, 2000).

Para a maioria das espécies, a viabilidade da semaanantida quando seca e, por
isso, € comum a secagem das sementes, para arA@zer@m baixo teor de agua
(BEWLEY e BLACK, 1994). Portanto torna-se muito ionfante a manutencdo de niveis
adequados de umidade das sementes, para controlela@dade e intensidade das

reacdes, garantindo a qualidade e assegurandeocpatfisioldgico das sementes.

O teor de umidade inicial e a umidade de equilit#ma sido citados como pontos
criticos para a conservacdo de algumas espéciavaidria mantém sua viabilidade
guando armazenada em condigbes mais secas, emntsleeembalagens que permitam
atingir uma umidade de equilibrio abaixo de um portitico para a conservacdo das

sementes da espécie.

A avaliacdo da viabilidade das sementes consen@adei$a por meio do teste de
germinacdo. No entanto, esse teste ndo permitetaete progresso da deterioracdo das
sementes, indicando apenas os estadios finaisodegso (ABDUL-BAKI e ANDERSON,
1972). As perdas de vigor e viabilidade das semarmazenadas decorrem, dentre outros
fatores, do processo de envelhecimento natural, ppge estar associado a alteracdes
citolégicas, tais como a destruicdo do sistema @enlmanas e que podem implicar

também em alteracbes metabdlicas, fisiolégicanétgms (ROBERTS, 1973a).

12



A qualidade fisiologica das sementes durante o zemamento pode ser avaliada
por testes de germinagcao e de vigor, os quaisteeflatributos diferentes. No teste de
germinacao, avalia-se a porcentagem final de seweg@rminadas que deram origem a
plantulas normais (MARCOS FILHO, 1999). No testewgor avaliam-se os atributos
gue indiretamente se relacionam com o vigor, que afkibutos fisicos, bioquimicos e
fisiol6gicos, incluindo a integridade do sisten@s enembranas celulares, permitindo que

a deterioracao seja constatada em sua fase iiBELY, 1957).

Para a International Seed Testing Association, dentre os testes de vigor
considerados mais importantes destaca-se o0 testeodeutividade, devido a sua
objetividade e rapidez, além da facilidade de eg&suna maioria dos laboratérios de
analise de sementes, sem maiores despesas emneguipae treinamento de pessoal
(VIEIRA e KRZYZANOWSKI, 1999).

O teste de condutividade elétrica relaciona a dgdead de substancias liberadas
pelas sementes durante a embebicdo, com a intégridas membranas, uma vez que,
membranas mal estruturadas, desorganizadas oucddasg levam a perda de lixiviados
para 0 meio externo incluindo fons inorganico$, (a2, Mg, Na, Mn*?), bem como
acucares, aminoacidos, &cidos graxos, proteinaszimas (MARCOS FILHO, 2005),
acarretando reducéao do vigor (VIEIRA e KRZYZANOWSK999).

Para diagnosticar danos aos cromossomos, aléem mendéw de aberracbes a
citogenética tem se mostrado bastante promissorasdmais imediato das analises
citogenéticas € evitar anos de insucesso na cooddeédtrabalhos de conservagéo.
(PENALOZA, 2005).

A utilizacdo de metodologias complementares ascicatilmente empregadas que
possam agregar informagdes sobre o processo ddhecimeento e deterioracdo de
sementes dPalbergia nigra, podera trazer avancos significativos no manejeeasieentes
conservadas, com vistas a maximizar o tempo deecganrgio, minimizando a perda de

sementes por deterioracao, e por fim, garantindat@ncéo de plantulas de elevado vigor.
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2 - HIPOTESE

A utilizacdo de testes bioquimicos (tetrazélio adidividade elétrica), de vigor e
analises citogenéticas podem ser utilizados comticadores da deterioracdo de sementes,

antes da deteccao de perda de viabilidade do géasmoa conservado.

3 - OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Caracterizar a deterioracdo de semente®abergia nigra por meio de testes
bioquimicos, de vigor e andlises citogenéticasddenomo propdsito a geracdo de

informacdes a serem utilizadas na sua consenexcsi.
3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
Avaliagéo do processo de deterioracdo de semeet®alldergia nigra.

Avaliar o efeito da deterioragcdo de sementedDdaigra por meio do teste de
tetrazélio, condutividade elétrica e analises @tagicas.

4 - REFERENCIAL TEORICO

4.1. Jacaranda-da-bahia Dalbergia nigra(Vell.) Fr. All.ex Benth.)

Conhecida popularmente como jacaranda-da-bahiarg@ada preto ou caviung,
nigra € uma espécie da familia Fabaceae com alturaia@da de 20 m, tronco de 40 a
80 cm de diametro e folhas compostas pinadas d8 bna de comprimento (LORENZI,
1992).

Ocorre naturalmente na Bahia (sul), Espirito Sé&ntote), Minas Gerais (zona da
mata), S&o Paulo (litoral norte) e Rio de Janeheria dos Orgéos e Serra do ltatiaia). E
uma espécie caracteristica da Floresta Ombréfilas®€'Floresta Atlantica”, possui
madeira moderadamente dura, pesada, decorativa gratele durabilidade natural
(CARVALHO, 1994 e LORENZI, 2002). E uma planta dkei, heliofita, seletiva,
xerdfita, caracteristica da floresta pluvial dacsta atlantica. Ocorre principalmente nas
encostas bem drenadas, sendo encontrada tantéenioria mata primaria densa como
nas formacdes secundarias; apresenta carater neipneorrendo inclusive em cortes de

barrancos. A arvore é muito ornamental, principalt®eela folnagem delicada e forma
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aberta de sua copa, sendo largamente empregadaigagipmo em geral. Como planta
rustica e adaptada a terrenos secos é 6tima paraopisto em terrenos degradados de

preservacdo permanente (LORENZI, 1992).

O fruto deD. nigra (Figura 4.1.) € um legume samaréide, seco, indeis¢ glabro,
nao segmentado e plano. As sementes sdo estencggroilongo-ovaladas, planas, com
apice e base arredondada e superficie glabra (DONADEMATTE, 2000).

A germinacdo se inicia rapidamente (MARTINS e SILVA997), com o
intumescimento da semente e, em menos de 10 dmsomitantemente com o
crescimento da raiz, ocorre o desenvolvimento goditilo que logo assume a postura

geniculada, tornando-se rapidamente ereta.

-

Figura 4.1: Fruto maduro de Dalbergianigra (Vell.) Fr. All.ex Benth.) Fonte: Google imagens

Andrade et al. (2006) estudaram o efeito do substrato, da terhperade
germinacao de sementes @enigra e o desenvolvimento pos-seminal, observando que a
germinacao € do tipo fanero epigeal; os cotilédapessentam funcao de reserva e sofrem

rapida abscisédo do hipocatilo.

O jacaranda-da-bahia é conhecido comercialmentedia de 300 anos, por ser
uma das mais valiosas espécies madeireiras queeocap Brasil. Sua madeira foi objeto

de exportacdo através dos portos da Bahia e ddérianeiro, desde os tempos coloniais.
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O cerne das arvores jovens desta espécie é paativ@atsendo que o cerne responsavel
pela producdo da famosa madeira provém das arxaiess, sendo formado muito
lentamente (CARVALHO, 1994). Apesar do rendimento eadeira desdobrada ser
pequeno, em face das imperfeicbes usuais, o seuvalor (cerca de US$ 5.000/m
serrado) é altamente compensador (JE&HE 1992). Uma arvore adulta produz cerca de
2m® de madeira. Na Europa, a madeira é conhecida conomes de “palissandro” ou

“Brazilian rosewood”.

Produz anualmente grande quantidade de sementesisvia € capaz de se
regenerar também a partir de raizes. Floresce @uoarmeses de setembro a novembro e a

maturacao dos frutos ocorre no ano seguinte déagaetembro (LORENZI, 1992).

A obtencéo de sementes é feita colhendo-se osfditetamente da arvore quando
do inicio da queda espontanea. Os frutos assimrdashpodem ser diretamente utilizados
para a semeadura como se fossem sementes. IssEiamot pode muitas vezes gerar
mudas tortas ou defeituosas, o que € contornalivantio-se a semente pura. Cada fruto
conttm de uma a duas sementes, sendo que 1 kg utless ffvagens) contém
aproximadamente 10.000 unidades (LORENZI, 1992) l&y e sementes apresenta de
7.000 (TOLEDO-FILHO e PARENTE, 1988) a 16.360 seteeflGOMESet al. 1976).

A exploracdo indiscriminada dessa espécie, emdértla madeira ser de 6tima
qualidade, além da devastacédo de seu ambientahatcasionou sua inclusédo na lista de
espécies da flora brasileira ameacadas de extiiB#&MA, 2008). A necessidade de
preservacdo da espécie, bem como de plantiosldeesgdmento, tem despertado interesse
pelo seu cultivo e estudos por parte de técnigesguisadores (CARVALHO, 1994).

O jacaranda-da-bahia é uma espécie com alto patepaia o manejo florestal
sustentavel. Entre as principais estdo a suadadidi de comercializacdo no mercado atual,
por sua madeira de alta qualidade; sua alta taxagdmeracdo em florestas alteradas e sua

facil adaptacdo em terrenos de baixa fertilidade.
4.2. Conservacaex situ 0 armazenamento, o vigor e a deterioracao

O armazenamento € uma etapa fundamental para ateneia da qualidade
fisioldgica das sementes e visa a conservacao algualidade, utilizando o controle das
condicbes ambientais para a manutencao da viateliddo produto armazenado. A
complexidade das técnicas utilizadas no armazertamelas sementes depende,
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fundamentalmente, da finalidade da conservacao lerdgevidade requerida. Devem-se

levar em conta que sementes sao estruturas respmpéla perpetuacédo e disseminacéo
das espécies na natureza. Entretanto, tal comasotdrmas de vida, as sementes nao
podem manter a sua viabilidade indefinidamenteventeialmente, elas se deterioram e
morrem. Dessa forma, um dos motivos do armazenamerde se procurar manter a

qualidade fisiologica da semente, pela minimizagko velocidade de deterioracdo

(CARVALHO e NAKAGAWA, 2000).

A maioria das espécies vegetais produz as semeujtesomportamento durante o
armazenamento é ortodoxo (ROBERTS, 1974), iste &ementes mantém a viabilidade
em condicdes de baixa umidade e temperatQueando a conservacao da capacidade
germinativa e das caracteristicas genéticas dasntesnsdo muito importantes, como em
bancos de germoplasma, procura-se exercer o mahtmole possivel sobre esses fatores
(umidade relativa e temperatura do ar), bem comnandieio ao armazenamento somente
apos terem secado as sementes a valores de ungidadgarantam reducao significativa
das atividades metabdlicas. Estes valores de umidscllam entre 5 e 7% (CARVALHO
e NAKAGAWA, 1988).

O comportamento das sementes durante o armazemarseine influéncia de
diversos fatores associados a qualidade iniciaetaente (condi¢Oes climaticas durante a
maturacdo das sementes; grau de maturacao no nwuoeemblheita; ataque de pragas e
doencas; grau de injuria mecéanica), e as caragtadsio ambiente (umidade relativa do ar
ou teor de agua das sementes; temperatura do ao, @& fungos e insetos de
armazenamento) (CARVALHO e NAKAGAWA, 2000; MARCOS.HO, 2005).

Os principios gerais do armazenamento indicam egte: ndo melhora a qualidade
do lote de sementes, apenas a mantém. A tempeeatumédade sao vitais para a atividade
fisiologica da semente, onde as melhores condigéesrmazenamento para sementes
ortodoxas séo no geral temperatura e umidade babersentes imaturas e danificadas
apresentam menor potencial de armazenamento eagsteeom a espécie (CARVALHO e
NAKAGAWA, 2000; UFSM, 2004).

A viabilidade das sementes resulta de varios fatararacteristicas genéticas da
espécie ou cultivar; vigor das plantas progenito@ndicdes climaticas durante a
maturacdo das sementes; grau de dano mecanico dic@esm ambientais de
armazenamento (CARVALHO e NAKAGAWA, 1988). A viabihde das sementes é
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perdida no armazenamento em condi¢des de tempsai@vadas ou durante prolongados
periodos de armazenamento, com a taxa de detéovagiando de espécie para espécie
(DHAKAL e PANDEY, 2001).

Como consequéncia do tempo de armazenamento, pooleero reducdo da
velocidade de crescimento das plantulas, aument@etmeabilidade da membrana
citoplasmatica, reducdo da atividade de algumasmessz maior susceptibilidade a
estresses, mudangas na respiracdo, alteracdo sagae alimenticias, alteracdo na cor,
alteracéo na velocidade de sintese dos compogiasions. O processo de deterioracao é
parcialmente controlado por métodos adequados delupiio, colheita, secagem,

beneficiamento e armazenamento (UFSM, 2004).

Toda e qualquer semente armazenada sofre deté@dogae pode ser mais rapida
ou mais lenta, dependendo das caracteristicas ataisi@ das caracteristicas das proprias
sementes. Geralmente a reducdo da luminosidadepgeeratura e da umidade de ambos,
sementes e ambiente, faz com que seu metaboligemmeedezido e que 0s microrganismos
que as deterioram permanecam inativos, aumentamaldosgevidade (VIEIRAgt al.,
2001).

Outro aspecto importante € a longevidade da sengeeté o periodo de tempo em
gue esta se mantém viavel. As sementes de algwspéasies deterioram-se rapidamente,
enquanto outras mantém sua viabilidade por longtoge de tempo (CARNEIRO e
AGUIAR, 1993). E possivel determinar a viabilidadae é o periodo de vida da semente
dentro de determinada condicdo ambiental (CARVALHRAKAGAWA, 1988).

ELLIS (1984) verificou que os valores de viabilidadlas sementes em
porcentagem poderiam ser transformados em valerggabit’ e plotados linearmente em
relacdo ao periodo de armazenamento das semeatebém observou que a longevidade
apresenta distribuicho normal e que as curvas teewvéncia das sementes sao
sigmoidais cumulativas negativas. De acordo com IELEe ROBERTS (1980) a
viabilidade de sementes armazenadas pode ser dedaratravés da equacao:

p

10Ke—Cwlogm— Cyt— Cot?

V:Ki—

Em que:
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v = % viabilidade final prevista (probit);

p = tempo de armazenamento (dias);

m = conteudo de agua (base umida, em %);

t = temperatura de armazenamento (°C);

Ki = viabilidade inicial do lote de sementes (constalo lote de sementes);
Ch eCq = constante para cada especie, relacionada a riatuze

Ke e Cyw = constante para cada espécie, relacionada aicintle agua.

A longevidade das sementes armazenadas € infl@engencipalmente pelos
seguintes fatores (HONG e ELLIS, 2003; BONNER, 3001
- Umidade e temperatura — Quanto menor o teor de adeidlas sementes, e

menor for a temperatura de armazenamento, merarsasera a atividade fisioldgica das
sementes com consequente queda da atividade @wial@os agentes deterioradores
(KRAMER e KOZLOWSKI, 1972);

- Quantidade de substancias de reserva da semerdgmtm@nte, quanto menor a

semente e quanto menor a quantidade de substaleiesserva da mesma, menor seu
periodo de viabilidade (KAGEYAMA e MARQUEZ, 1981);

« Luminosidade — A luminosidade favorece a oxidagdm ealteracdo das

substancias presentes nas sementes, facilitando deterioracdo (KRAMER e
KOZLOWSKI, 1972; CABRAL, BARBOSA e SIMABUKURO, 2003

+ Deterioracdo do DNA embrionario — As proteinas daesleos das células dos
embrides das sementes se degeneram com o tempgandauaberracées cromossémicas
que impedem a germinacdo (KRAMER e KOZLOWSKI, 19FAANTES, DAVIDE e
DAVIDE, 2001);

- Tempo de estocagem (processo do envelhecimentadesTos componentes
quimicos de um ser vivo sdo instaveis seja em awtiongo prazo, vindo a se transformar
em outros a medida que o tempo passa (envelhedinelevando as sementes a
deterioracéo gradual e constante em maior ou meriocidade (CABRAL, BARBOSA e
SIMABUKURO, 2003).
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A avaliacdo do vigor das sementes comegou nos HldAdécada de 40 e tem
evoluido a medida que os testes vém sendo apexflEisp ganhando precisdo e
reprodutibilidade de seus resultados (FRANCO e RHT,R002).

Para o estudo de armazenamento de sementes, &areces compreensao dos
conceitos de vigor e deterioracdo. De acordo coMRMIOS FILHO, 2005) deterioracao

ou envelhecimento leva a queda gradativa da viloié e do vigor das sementes.

O vigor deve ser entendido como o nivel de enargeauma semente dispde para
realizar as tarefas do processo germinativo. (@ téstvigor € utilizado para indicar os
lotes com maior ou menor probabilidade de sucepss a semeadura em campo ou
durante o armazenamento, sob diferentes condigbesntbiente, diferenciando assim do
teste de germinacdo, que informa a porcentagemnmadxie plantulas normais sob
condi¢des otimas (CARVALHO, 1986).

A deterioracdo das sementes pode ser vista com@amplexo de mudancas
fisicas, bioquimicas e fisiolégicas que ocorrem amrpassar do tempo, resultando na
diminuicdo no grau de capacidade e desempenhontinge na producédo de uma plantula
normal (KRYZANOWSKI e FRANCA NETO, 2001). A dimersaas mudancas que
ocorrem neste processo depende especialmente dmgeate tempo e condigbes de
armazenamento (BINGHAM, HARRIS e MC DONALD, 1994).

Segundo DELOUCHE (1963) a deterioracdo comeca &r pd& maturidade
fisiol6gica até a total perda da capacidade de igamtendo assim, papel determinante na
qualidade da semente. A duracdo do processo derioda¢@do € determinada
principalmente pela interacdo entre heranca genéti@tores ambientais relacionadas ao
manejo, pés-colheita das sementes (DELOUCHE e BASK®973).

DELOUCHE (1963) caracteriza a deterioragdo comocgsso inexoravel,
irreversivel, minimo na maturidade fisiolégica cujalocidade varia entre lotes de
sementes da mesma variedade, sendo variavel ententes individuais dentro de um lote

e com diferencas inerentes entre espécies quanmgevidade.

A perda de germinacéo é o ultimo efeito ou consecjaé&la deterioracdo. Assim, a
natureza progressiva da deterioracdo e seus efeibigis ndo sdo levados em conta ao
analisar-se apenas a germinacao das sementes (DEHDUL963; MARCOS FILHO,
2005).
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Diante da premissa de que a perda da capacidagierménacao € o resultado final
da deterioracdo das sementes, pode-se considerpossibilidade de efeitos do
envelhecimento antes mesmo que 0 processo gemarsdja afetado, por isso estudos
sobre o processo fisioloégico de sementes armazenadaam-se fundamentais para a

melhor conservagao de sementes.

Os efeitos da deterioracdo vém sendo classificadofsioldgicos ou metabodlicos/
bioquimicos (BRACCINEt al. 2001; MARCOS FILHO, 2005).

Os efeitos fisiologicos sdo mais evidentes, e dasiase: reducdo na velocidade de
emergéncia que é o primeiro sintoma da queda dor,vgeralmente determinada pela
desorganizacdo do sistema de membranas. Estasrperde seletividade e as enzimas
tornam-se menos eficientes nas atividades cataljtiacarretando acumulo de mutacoes
em cromossomos (SMITH e BERJAK, 1995), reducdordeatmento; menor resisténcia a
condi¢cdes desfavoraveis do ambiente durante a gacdm e emergéncia, decréscimo do
potencial de armazenamento; menor resisténcia a deamicrorganismos, perda de
sincronizacdo e aumento da anormalidade no desemesito das plantulas, reducao da

porcentagem de germinacéo e perda do poder gemvainat

Carvalho (1994); Marcos Filho (2005), entre outengtores, destacam como
principais efeitos metabodlicos e bioquimicos, augd da respiracdo e sintese de ATP;

alteracfes no sistema de reserva; nos sistemasrdbranas; e em sistemas enzimaticos.

A deterioracdo pode ser explicada pelo fato dolaeeenento das sementes levar a
peroxidacao de lipidios que é subsequente a cauparturbacées a membrana (SUNG e
JENG, 1994). Tais mudancas nas membranas decargmtenvelhecimento das sementes
levam ao extravasamento de eletrdlitos ocasionadduinuicdo na capacidade
germinativa. (CHANG e SUNG, 1998).

Goel e Sheoran (2003) avaliaram a correlagao exesentre o envelhecimento e o
aumento no extravasamento de eletrdlitos e refatgrae a diminuicdo da germinabilidade

pode estar relacionada com a perda da integriceslendmbranas.

Segundo Carvalho (1986) existem diversos estudesgscam a padronizacédo dos
testes de vigor que podem usar como parametroal@agdo: velocidade de germinacéo,
uniformidade de emergéncia, resisténcia ao fresposta a germinagdo sob condi¢cbes de
temperatura e umidade elevadas, substancias t@itasoutros.
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De maneira geral os objetivos desses testes con®ta avaliar ou detectar
diferencas significativas na qualidade fisiolégida lotes de germinagdo semelhante,
complementando as informacdes fornecidas pelo; istenguir lotes de alto dos de baixo
vigor; classificar (ou separar) lotes em diferemtiz®is de vigor, de maneira proporcional
ao comportamento quanto a emergéncia das plantakisténcia ao transporte e potencial
de armazenamento (MARCOS FILHO, 1999; POPINIGIS,7)9

A aplicacdo dos testes de vigor em sementes deiesfdorestais € uma pratica
que permite estimar e comparar lotes de sementes @iferentes objetivos. A
simplicidade, inerente a varios desses testegjaaliaos bons resultados, tornam-os de
utilizagdo promissora em varios campos de pesqUismparacdes de vigor de sementes
entre matrizes, progénies e procedéncias, podermacefeao pesquisador dados adicionais
em uma fase inicial de um programa de melhorameutoonservacdo genética (PINA-
RODRIGUES, 1995).

4.3. Envelhecimento acelerado

Os testes de vigor possibilitam identificar os d$oteom maior ou menor
probabilidade de expressar seu comportamento npaa@m durante o armazenamento.
Sendo o objetivo essencial dos testes de vigoficardiferencas importantes no potencial
fisiol6gico entre lotes de sementes, especialmelagueles com poder germinativo
elevado e semelhante. Nesse sentido, um dos teatestilizados para avaliagdo do vigor
€ o envelhecimento acelerado, sendo enfatizadospar capacidade de proporcionar

informagdes com alto grau de consisténcia (MARCQS$I©, 1999).

O teste de envelhecimento acelerado ou envelhetonm@mecoce, ou ainda de
envelhecimento artificial, se baseia no fato de guaxa de deterioracdo das sementes é
aumentada consideravelmente através de sua expoasigdiveis muito adversos de
temperatura e umidade relativa (MARCOS FILHO, 1999)

Nessas condicfes, sementes de menor qualidadedetese mais rapidamente do
que as mais vigorosas, com reflexos na germinapés a periodo de envelhecimento
acelerado (TORRES e MARCOS FILHO, 2001). Inicialteerste teste foi desenvolvido
com a finalidade de estimar o potencial de armarent de sementes (DELOUCHE e
BASKIN, 1973), mas € eficiente também na comparagéaigor entre lotes de sementes e

na estimativa do potencial de desempenho em coesl® campo (POPINIGIS, 1977).
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No Brasil, sdo duas as técnicas empregadas parandugdo do teste de
envelhecimento acelerado: camara de envelhecimacgterado e método do gerbox.
Fratin e Marcos Filho (1984) concluiram que, oga$t envelhecimento conduzido pelo
meétodo do gerbox proporcionou informacdes semetisaas obtidas com o método da
camara; no entanto, o emprego do primeiro apresengor praticidade, possibilidade de

padronizacao e precisdo, porém exige-se equiparsepexifico para a realizagéo do teste.

Ataide et al. (2012) estudando as alteragcBes fisiologicasPtieogyne nitens
(amendoim do campo), envelhecidas artificialmergataram que o envelhecimento
artificial afetou significativamente a viabilidade vigor das sementes, observando
decréscimo na germinagcdo e aumento na peroxidagdolipddios, durante o

envelhecimento.

Corteet al. (2010) relataram que, o envelhecimento naturaedeeado afetou de
forma semelhante o comportamento das sementesadeabpretgMelanoxylon brauna —
Leguminosae -Caesalpinoideae) promovendo reduc&agdn Embora os efeitos dos dois
tipos de envelhecimento afetassem igualmente ailgagdo, o envelhecimento artificial a
45° C por 72 horas, simulou adequadamente o coarpertto enzimatico manifestado
pelas sementes armazenadas por 12 meses em cdimatdotive semelhante reducéo

gradativa das reservas de lipidios em ambos @&mastde envelhecimento.

Guedest al. (2011 b) relataram que o envelhecimento aceleséetou a qualidade
fisiologica de sementede Dalbergia nigra (Vell.) Fr. All. promovendo reducdo da

viabilidade e do vigor.

Observa-se variabilidade na resposta das diferesiaScies em relacdo ao uso do
envelhecimento acelerado nos estudos do vigor detexioracdo das sementes. VArios
autores afirmam haver correlacdo entre envelhed¢oneatural e o acelerado, sendo os
mecanismos promotores da deterioragcdo 0s mesmoandms as situacdes, somente
variando a velocidade com que ocorrem (DELOUCHEASHEIN, 1973; SANTOS e
PAULA, 2007).

O teste de envelhecimento acelerado é utilizad® gaaliar o vigor de sementes de
diversas espécies e esta incluido em programa®mteole de qualidade por empresas

produtoras de sementes, pois em poucos dias, pseeahter informacdes relativamente
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seguras sobre o potencial de armazenamento das pobeessados e emergéncia das
plantulas em campo (MARCOS FILHO, 1999).

Valentini e Pind-Rodrigues (1995) observaram queflaméao da diversidade das
espécies florestais nativas e das condicbes amlsede producdo das sementes a
utilizacdo do teste de envelhecimento acelerado owmtodologia conhecida ainda é
restrito e pode-se considerar que ainda € pequenonero de trabalhos com o teste de

envelhecimento acelerado com espécies arbéreasmati

Pereira et. Al (2012) estudando o teste de envietieeto acelerado para separar
lotes com diferentes niveis de vigor relataram queste conduzido por 24 horas, a 41°C,
foi eficiente para a avaliacdo do vigor de sememtespinhdo-manso permitindo a

classificacéo dos lotes em niveis de vigor.

Varios autores tém estudado a temperatura e o tegnvelhecimento acelerado
especifico para espécies florestais. Isto mostranportancia de pesquisas para a
padronizacdo da metodologia para cada espécieacBelo com Santos e Paula (2007)
este teste de vigor, como qualquer outro, preeishda sensibilidade para separar lotes de

sementes que apresentam diferentes niveis de agdelid

O envelhecimento acelerado conduzido a 41°C poif@igficiente para separar 0s
lotes de sementes d€.glaziovii em varios niveis de vigor (GUEDES, ALVES e
OLIVEIRA, 2013).

4 .4. Os testes de condutividade elétrica e tetramdl

O teste de condutividade elétrica comecou a skzado a partir da década de 20,
como provavel indicativo de viabilidade de sementiesrageiras (VIEIRA e
KRZYZANOWSKI, 1999). A partir da década de 60, assquisas sobre este teste
passaram a ser intensificadas (DIAS e MARCOS FILHZD5).Foi aceito e recomendado
pela ISTA (nternational Seed Testing Association) para uso em sementes de ervilha
(MATHEWS e POWELL, 1981), e logo depois, pela AO@&sociation of Official Seed
Analysts), em sementes de ervilha e soja (HAMPTON e TEKRORMO5).

O primeiro evento no envelhecimento das semen&gérda da permeabilidade
seletiva nas membranas. Consequentemente as enmmam-se menos eficientes nas

suas atividades cataliticas, cromossomos podem waumutacdes, as reservas Sao
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decompostas e ha acumulo de produtos téxicos gejdimam o desempenho das
sementes (MCDONALD, 1999; PRIESTLEY, 1986; SMITIBERJAK, 1995).

O teste de condutividade elétrica foi proposto paraliar o vigor de sementes,
considerando que aquelas com baixo vigor geralmegresentam menor velocidade para
restabelecer a integridade das membranas celukxégsndo aumento na lixiviagdo de
solutos durante a embebi¢cdo. Como consequénciaeoe@ior perda de lixiviados, tais
como aglicares, aminoacidos, acidos graxos, enzniass inorganicos como’KCa",
Mg™ e Nd (TAYLOR et al. 1995). Neste teste, a qualidade das sementesli@dava
indiretamente por meio da determinacdo da condiatile elétrica na solucdo de
embebicdo das sementes. Os menores valores caordespoa menor liberagdo de
exsudados, indicando maior vigor, revelando mentensidade de desorganizacdo dos

sistemas de membranas de células (VIEIRA, 1994).

A quantidade e a intensidade de material lixiviegtiio diretamente relacionadas a
permeabilidade das membranas e, consequente, ecovelode vigor das sementes. Estes
solutos, com propriedades eletroliticas, apresertamga elétrica, podendo ser medidos
por aparelhos chamados de condutivimetros, comstduestes um importante método da
qualidade fisioldgica das sementes (MARCOS FILH@87). O teste de condutividade
elétrica ainda n&o é muito utilizado no Brasil, @ suso esta restrito a atividades
relacionadas a pesquisa (KRYZANOWSKHEI. 1991)

N&o sdo comuns trabalhos utilizando este teste gaeterminacado da qualidade
fisiol6gica das sementes florestais. Porém é une tde vigor promissor quanto a
possibilidade de padronizagcdo da metodologia, peémos dentro de uma espécie.
Contudo, existem fatores que influenciam os valdeesondutividade, como o tamanho, o
teor de agua inicial, o tempo e a temperatura deebmdo, o nimero de sementes da

amostra e o gendtipo (VIEIRA, 1994).

O teste de condutividade elétrica forneceu, em @rady uma estimativa do
potencial germinativo de lotes tlaga uruguensis, podendo-se separa-los em baixa, média
e elevada qualidade (BARBEDO e CICERO, 1998).

A eficiéncia na diferenciacao de lotes de semeatgdx nigra foi atestada pela alta

associacdo da germinacdo em condicdes de laboratdiveiro, sendo recomendado para
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a andlise de vigor quando adotadas as amostrd® seEntentes, embebidas por pelo menos
36 horas em 75 ml de agua deionizada, a 25°C (MABR®®&t/al. 2002).

Alguns autores tém utilizado o teste de condutilédalétrica para avaliar o vigor
de sementes florestais, dentre eles podemos G@NCALVES et al. (2009) avaliando
sementes d&uazuma ulmifolia; MARQUES et al. (2002a) e GUEDES®t al.( 2011 b)
trabalhando com sementes Be nigra; SANTOS e PAULA (2005) com sementes de
Sebastiania commersoniana; MARTINS e MATOS (2011) estudando sementes de

Caesalpinia ferrea, Pterogyne nitens e Copaifera langsdorffii.

O teste de tetrazolio ou teste bioquimico de \iddule se baseia na reacdo que
ocorre entre o sal de tetrazdlio e as enzimas mgEdases presentes NoOS pProcessos
respiratorios dos tecidos. Durante a respiracaorre@ liberacdo de ions de hidrogénio,
com os quais o sal 2,3,5 trifenil cloreto de tefti@zreage, formando uma substancia de
cor vermelha e insollvel, denominddamazan nos tecidos vivos das sementes. O mesmo
nao se processa em tecidos inviaveis, que permanegeor original (DELOUCHet al.
1976).

A vantagem da utilizacdo desta técnica, além dadeape obtencdo de resultados,
€ que o teste detecta a viabilidade de sementeapgasentam dorméncia. Nesta condicéo
fisiologica, as sementes mesmo quando expostasordicbes Otimas exigidas para
germinarem ndo o fazem. Além do preparo prévio sasentes, fatores como a
concentracdo da solucdo ou mesmo o tempo de catonag solucdo podem afetar a
eficiéncia do teste na avalicdo da qualidade deestas. O periodo necessério para o
desenvolvimento da coloragdo adequada, segundegadfkpara a Andlise de Sementes,
varia de acordo com cada espécie, podendo ser3h&@40 minutos (BRASIL, 2009).

As sementes podem ser utilizadas inteiras ou padparpara o teste, realizando-se
puncdo do tegumento, corte ou seccionamento dansgemetirada do tegumento ou
extracdo do embrido. Essas praticas tém por objétwilitar o contato do sal com os
tecidos das sementes. Finda a fase de preparatas,sdo imersas na solucdo de sal de
tetrazolio preparado a concentracdes especificaa pada espécie (FERREIRA e
BORGUETTI, 2004).

As sementes permanecem na solucdo de tetrazoéliesoro, uma vez que o

tetrazélio também reage com a luz, em temperatmtas 25 e 40°C, conforme a espécie.

26



Quando atingem a coloragéo ideal, as sementes pselenetiradas, lavadas e analisadas
em lupa estereoscopica. Caso ndo sejam analisadd@atamente, podem ser conservadas
em refrigerador imersas em agua pura (FERREIRA BBOETTI, 2004).

Considerando a estrutura morfologica da sementbe-sa que ha regides
especificas, mais sensiveis a deterioracdo do gtraso(DAS e SEM-MANDI, 1992;
MARCOS FILHO, 2005). Sementes podem permaneceeiganesmo se 0s cotilédones
séo danificados, mas se o eixo embrionario moudoonseveramente danificado nenhuma
plantula sera produzida (SUNG e JENG, 1994).

Durante o envelhecimento o eixo embrionario tenderamaior peroxidagdo de
lipidios e subsequentemente maior acumulo de pdwéxpor unidade de peso seco do que
nos cotilédones, isso pode se dar pela variaveegiio contra os oxidantes ambientais

provida pelas caracteristicas morfologica das seesdRRIESTLEY, 1986).

Por isso, parametros de avaliagcdo da qualidademerges que qualifiguem eixo
embrionario e cotilédones separadamente, tal coteste do tetrazolio, contribuem com

informacdes relevantes sobre o vigor de sementes.

Esse método ja vem sendo bastante usado com é&x#oapaliar a qualidade de
sementes florestais (OLIVEIR# al. 2005), por apresentar resultados mais rapidosido q
0s testes de germinacgéao, constituindo-se uma aliesrviavel para a analise da qualidade
de semente, principalmente para as espécies Hmesfue apresentam dorméncia
(VIEIRA, 1994).

Para Gaspar-Oliveiret al. (2009) diversos fatores podem interferir na okdende
resultados satisfatérios no teste de tetrazolimcpalmente aqueles relacionados a
metodologia de execucdo, como preparo das semamntEs da coloracdo, concentracao da

solucao de tetrazolio, periodo e temperatura desigso.

Apesar das informacdes rapidas e precisas soliabdidade de um lote de
sementes, que o teste de tetrazélio € capaz deckmnnas Regras para Analises de
Sementes (BRASIL, 2009) a metodologia padronizada pspécies florestais se restringe,
basicamente, para espécies exoticas, especialngamieospermas. Porém, ha uma
preocupacado por parte dos pesquisadores com oe ajlast avaliacbes de sementes

florestais nativas a solucao e critérios de inttgmao (LAZAROTTCet al. 2011).

27



Assim, véarios autores tém estudado a utilizacateste de tetrazélio em sementes
florestais, dentre os quais podemos destacar: (Slefval. 1997) estudando sementes de
barbatimdo; (SOROL e PEREZ, 2001) com sementesailg&ria; (LAZAROTTOet al.
2011) com sementes de paineira; (FOGA&Al. 2011) trabalhando com sementes de

copaiba e guapuruvu, entre outros.
4.5. Germinagao

Os estudos de germinacao de sementes sao realadas objetivo de ampliar os
conhecimentos fisiologicos, verificar as respostasgerminagcdo a fatores ambientais,
causas de dorméncia e métodos para sua super&téo,conhecimentos morfoldgicos,
acompanhar o desenvolvimento do embrido e da pamerificar o estadio de maturacéo
das sementes e do efeito do processamento e amnazao® sobre a qualidade de
sementes (BASKIN e BASKIN, 1998).

O teste de germinacao é fundamental para se detwrmiqualidade das sementes,
0 qual deve ser realizado sob condi¢cOes ideaisedgdratura e substrato para cada
espécie. Em relacdo a germinacdo, varios fatoredenpoinfluenciar o processo
germinativo, sendo a agua, o oxigénio, a tempexaugventualmente a luz, considerados
como fatores externos ou ambientais. Dentre ogipars fatores internos ou intrinsecos
relacionados as sementes, encontra-se a viabilidddagevidade, o grau de maturidade, a
dorméncia, a sanidade e o genotipo, (CARVALHO e M&AWA, 2000; MARCOS
FILHO, 2005).

Andrade et al.(2006) estudando a germinacdo de sementePatigergia nigra
relataram que a espécie ndo possui exigéncia eialicia de temperatura, para acelerar
ou iniciar 0 processo germinativo, uma vez queotdetnperaturas constantes quanto
alternadas apresentaram valores elevados de geédnieade velocidade de emergéncia de
plantulas. Tais resultados demonstraram que suaanses podem germinar na sombra da
vegetacdo, onde as temperaturas sofrem pouca dar@iaria, e em clareiras, onde a
variagcdo entre as temperaturas minima e maxima gadsuperior a 15°C (VAZQUEZ-
YANES e OROZCO-SEGOVIA, 1996).

Embora a temperatura 6tima para a germinacdo densesnde espécies tropicais
encontre-se entre 20 e 35°C (BRASIL, 2009), oslt@sos observados na temperatura de

35°C para porcentagem de germinacdo e para vettecida emergéncia de plantulas
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indicaram que as sementes Be nigra ndo suportaram temperaturas tdo elevadas.
Independentemente do substrato, os maiores vatleregerminacao e de velocidade de

emergéncia foram alcancados em temperaturas e@tBO°Z, aléem das temperaturas

alternadas de 20-30 e 20-35°C (VAZQUEZ-YANES e OROZSEGOVIA, 1996).

Guedesat al. (2011) avaliando a germinacéo e o vigor de sesset¢Dalbergia
nigra em laboratério, concluiram que as condi¢des ideaia o teste de germinagdo sao
temperatura constante de 25°C e o substrato pzgdbht

Carvalho (1994) observou que semente®daigra recém-colhidas com 12% de
grau de umidade conservaram a viabilidade inaleenadr 105 dias, em embalagem
semipermeavel, armazenadas em condicbes ambiemsaiem camara fria (10°C e
65%UR). Sementes armazenadas em pequenos tamhidegiepeldo em camara fria (3-

5°C e 92%UR) apresentaram germinacdo de 65%, ap@ambs de armazenamento.

Sementes dd®albergia nigra foram secas a 22°C e 55%UR, com reducéo da
umidade inicial de 21% para 11%, e nao tiveram siabilidade comprometida,
apresentando germinacao acima de 80% apo6s 30asecdgem (PEREIRA, ANDRADE
e COSTA, 1991).

4.6. Andlise citogenética em sementes

Sendo a citogenética o estudo da genética por neigitologia, esta area da
ciéncia engloba todo e qualquer estudo relaciolcado os cromossomos, isolados ou em
conjunto, condensado ou distendido, tanto no gue rdspeito a sua morfologia,
organizacdo, funcdo e replicacdo, quanto a suag&ie evolugcdo (BRAMMER! al.
2007). E uma das fontes geradoras de questionaseni® impulsionaram a genética
molecular, a biotecnologia e a engenharia gengimamanecendo junto as mesmas, Como

um dos recursos de avaliacdo em varias pesquisaa datureza (SACCHET, 1999).

A citogenética classica desenvolveu-se, principatmea partir do inicio do século
passado e seu crescente progresso acompanhou mor@gmento de técnicas e
equipamentos de microscopia. A andlise cromossOom@apre foi um dos campos
estimulantes da Citologia e da Genética, tendocdieleentre estudos taxondmicos e
evolutivos, bem como no melhoramento genético earacterizacdo de germoplasma.
Apesar da revolucao provocada pela Genética Maecalanalise cromossémica continua

sendo a Unica maneira de observar o genoma de gari@o na forma de blocos
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individualizados de material genético, faceis deerse mensurados, diferenciados em
subunidades e manipulados de diferentes formas,d@nenhuma outra forma o material
genético é tdo claramente observado (GUERRA e SQQaaR).

A analise de aberracdes cromossémicas € um testeapdeteccdo de alteracbes
estruturais. E um dos poucos métodos diretos paasumar mutacdes em sistemas
expostos a mutagénicos ou carcinogénicos potené€iara avaliar os efeitos danosos que
0S mutagénicos podem causar, € necessario que stramegteja em constante divisdo
mitotica, pois dessa forma € possivel analisatagsas da divisao celular, com o objetivo
de identificar os efeitos toxicos e alteracbes asstmicas ao longo do processo de
diviséo celular (SILVAet al. 2003).

Murata et al. (1979) relataram que a diminuicdo da germinacéde pestar
associada ao acumulo de aberracdes cromossémi@agdanos nos cromossomos durante
o envelhecimento de sementes, especialmente emicdeadde alta temperatura e

umidade.

De acordo com Soares-Scetial. (2005) para que a mitose ocorra sem alteracdes é

necessario que quatro eventos importantes ocofrram:

1° - Necessidade de um sinal reprodutivo, que gedéterno ou externo a célula,
que da inicio aos eventos da divisdo celular. Gatdra celular e as substancias produzidas

pelo organismo ou pelas células, funcionam comaisieprodutivos;

2° - Replicacdo do DNA, assim como de outros coraept@s celulares vitais, de
maneira que as duas novas células filhas sejantiddéne tenham todas as funcdes

celulares;

3° - Distribuicdo do DNA replicado para cada célillza, através do processo de

segregacao;

4° - Adicdo de material novo a membrana plasméti@garede celular, para que as

duas células filhas fiqguem separadas, atravesalarase.

Aparentemente, a mitose é uma sequéncia simples da qual cada cromossomo
se duplica para originar uma estrutura com dossni@ntos, cujas unidades componentes
sdo idénticas em organizacdo morfologica e genéfista duplicacdo cromossbmica €

“perfeita” e baseia-se nas propriedades de re@lacdo DNA. Assim, a mitose constitui-se
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em um mecanismo que assegura a distribuicao qualit quantitativa exata dos produtos
desta duplicacdo cromossdmica/génica para as sdillas. Esta distribuicdo € obtida
através de uma sequéncia regular e precisa de raptos1cromossémicos, que resultam
na separacdo das cromatides irmas, as quais gendigpara polos opostos da célula,
(SOARES-SCOTT, MELETTIet al., 2005).

Os processos degenerativos dos compostos de resieyeadacdo de enzimas,
perda da seletividade das membranas, sintese deina® e acidos nucléicos podem
ocasionar problemas de anomalias celulares. A @&toia de aberracdes celulares durante
a divisdo mitética no momento da protrusdo da paimaria, proporciona as primeiras
evidéncias da ocorréncia de alteracdes genéticasesrantes armazenadas (PRIESTLEY,
1986).

A redugdo da integridade do DNA durante o envefthenio das sementes
demonstra que o DNA e as proteinas envolvidas emnmstabolismo sdo propensos a
deterioracéo, disturbios a germinagéao, com intakd/ariavel de acordo com o gendtipo
(OSBORNE e BOUBRIAK, 1994).

Boubriaket al. (1997) demonstraram que, um dos primeiros eveatieados com a
embebicdo € a acdo de mecanismos de reparo degiwssinos ao DNA. Se ocorrer
blogueio a atuacdo desses mecanismos, a degradta€idA pode se acentuar e provocar
distirbios ao desempenho das sementes. Portantdetexioracdo pode provocar
decréscimo das concentracbes de DNA e RNA, danesr@mossomos, decréscimo da
sintese DNA e RNA, além de acréscimo de aberraddesnte a anéfase, indugédo de
mutacdes, alteracdes na transcricdo da mensagedtiogea aumento da degradagéo do
DNA. No entanto, € mais provavel que esses evesajasn destacaveis apenas em estadios

mais avancados do processo de deterioracéo, (Fdira
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5 - MATERIAIS E METODOS

5.1. Obtencéo das sementes

O trabalho foi executado na Embrapa Recursos @eséte Biotecnologia
(Cenargen). Para a obtencdo das sementes foramadosefrutos de uma planta de
Dalbergia nigra na area do Cenargen, em setembro de 2011 e un@a qubeta foi
realizada dentro do viveiro da Embrapa — Cerraeimsputubro de 2012. Por se tratar de
espécie ameacada, as coletas foram autorizadaSisBeO (Autorizagdo NUumero 34410-
1 de 20 de maio 2012). Os frutos foram acondiciosamn sacos de papel e conduzidos ao
Laboratério de Sementes para beneficiamento, meed@debulha manual das vagens. As
sementes ficaram dispostas em sacos de papel tgft, Km bancada, até atingirem a
umidade ideal para que pudessem ser armazenadassefmda, as mesmas foram
acondicionadas em envelope aluminizado e mantitlasaenara fria a -20°C (acesso |) e 0
lote das sementes recém-coletadas (acesso l)nfi@izenado em sacos de papel tipo Kraft

ficando na bancada até serem utilizadas para tes tesscritos a seguir.
5.2. Envelhecimento acelerado

O envelhecimento acelerado das sementes, com tivobje obter sublotes com
diferentes niveis de qualidade foi realizado nas times de sementes (acessos | e Il). O
procedimento foi conduzido em caixas de plastipo tigerbox" contendo uma camada
Unica de sementes sobre a tela metélica interaiga. As sementes ficaram imersas em
agua destilada por 4 horas em temperatura ambieosteriormente as caixas, tampadas e
contendo 40 ml de &gua destilada foram mantidasnembadora tipo B.O.D a 42°C
(MARCOS FILHO, 1998) por 24, 48, 72 e 96 horas. s\penvelhecimento das sementes
foi determinada a umidade das mesmas e os diferantalotes foram submetidos aos
testes fisiologicos (germinacdo, indice de velabedale germinacdo e condutividade

elétrica), teste de tetrazolio e teste citogengético
5.2. Determinacao da umidade

O grau de umidade foi determinado pelo método tigfees 105 + 2°C, por 24
horas de acordo com (BRASIL, 2009).

33



Para cada lote foram amostradas 10 sementes, @&smrdpeticbes para cada
tratamento para determinagao da umidade. O pesangastras foi determinado com uma

balanca de precisdo de 0,001g.

A determinacéo do teor de agua (%) foi realizaadna adoérmula:

100(P-p)

% de Umidade (U) = ™

Onde:

P = peso inicial, peso do recipiente e sua tampa mp&so da semente Umida;
p = peso final, peso do recipiente e sua tampa ;mpeso da semente seca;

t = tara, peso do recipiente com a sua tampa.

O resultado final foi obtido através da média agiica das porcentagens de cada

uma das repeticoes retiradas de cada amostra.
5.3. Germinacgéo

As sementes testemunha e envelhecidas por 24248,96 horas foram avaliadas
quanto ao potencial de germinacao, utilizando-$& sEinentes (quatro repeticoes de 25
sementes) para cada tratamento. As sementes pagsaraum processo de desinfeccao

descrito a seguir:

» Sementes foram imersas em solucdo com detergente (@00 ml de 4gua + 5
gotas de detergente neutro), por 5 minutos;

* Posteriormente foram lavadas em agua correntesasem solucéo de hipoclorito
0,5% (98 ml de agua + 2 ml de hipoclorito comeraidl5%), por 5 minutos;

» Lavadas em agua corrente, e imersas em agua dagiba 5 minutos.

Logo em seguida, foram semeadas em rolos de papaiitdst umedecidos com agua
destilada em volume equivalente a 3 vezes do pespapel seco. Os rolos foram
colocados em sacos plasticos, em posicao veregcdialde germinadores com temperatura

constante de 25°C, fotoperiodo de 12 horas.

As avaliacdes foram diérias, adotando-se o critbotAnico de germinagéo, a
emissdo da raiz primaria em pelo menos 2,0 mm depimento (FERREIRA e
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BORGUETTI, 2004). O teste teve duragéo de 14 elias resultados foram expressos em

porcentagem média de plantulas normais para céela lo
5.4. indice de Velocidade de Germinacéo (IVG)

Para determinar o vigor das sementes foi avaliadodiace de velocidade de
germinacao, conjuntamente com o teste de germin&;&dalculo do indice de velocidade
de germinacéo foi realizado segundo Maguirre (196#)siderando-se germinadas as
sementes que apresentaram radicula de pelo méhom?®,Com os dados das contagens,
procedeu-se ao célculo do indice de velocidadesdaigacéo (IVG) para cada tratamento,
conforme (MAGUIRRE, 1962):

IVG = Gi/N 1 + GJ/N; +...+ G/N, em que,
G1, G, e G, = numero de sementes germinadas no 1°, 2° e uttiende contagem.

N1, N2, Nh = namero de dias que as sementes levaram parangermaié o décimo quarto

dia de contagem.
5.5. Teste de Condutividade Elétrica

Quatro repeticdes de 25 sementes aparentemeattamtforam selecionadas para
cada tratamento, nos dois lotes estudados. Emdsedoram imersas em 75 ml de agua
destilada por 24 horas, a temperatura constar2&de Com um condutivimetro de massa
foi efetuada a leitura emS/cm e os resultados médios expressos com basesooda
amostra (VIEIRA, 1994).

5.6.Teste do Tetrazolio

Foram testadas as seguintes concentracdes dé-=2{rBenil cloreto de tetrazdlio:
0,1; 0,5; 0,75 e 1% por 24 e 48 horas em camageeinacado com temperatura constante
de 25°C e auséncia de luz para determinar o médngpo e a solugédo de tetrazdlio. O
teste foi realizado utilizando-se trés repeticbes20 sementes para cada tratamento.
Também foi testada a maneira ideal de exposicadedodos a coloracdo. Foram testadas

as seguintes técnicas de exposi¢ado dos tecidos$BR2009);

» Perfuracdo da semente — sementes pré-umedecidas lpoas foram perfuradas

com um bisturi distante dos tecidos essenciaigogeste.
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» Corte transversal — o corte transversal foi feito &ea de tecido ndo essencial,
usando-se bisturi.

» Extracdo do embrido — o embrido foi extraido comhisturi que foi introduzido
através do endosperma e fora do centro da sen@néenbrido foi separado do

endosperma e transferido para a solucdo de tetrazol

Apéds a aplicacdo do teste as sementes foram atesigan lupa estereoscopica a

fim de se avaliar as areas efetivamente coradad$lR 2009).
5.7. Teste Citogenético

Foram realizados pré-testes para avaliar o mélbario de coleta das raizes, ou
seja, o horario em que apresentou a maior quartidaccélulas em divisdo, assim como,

melhor solucéo de fixacdo e duragcdo minima do tesepmloracéo.

A analise mitética foi feita em todos os lotes,niifcando-se todas as fases
encontradas em 10 laminas para cada tratamentm.aRalise do comportamento mitotico
as radiculas foram coletadas apés o teste de gegaure fixadas em Carnoy Il (6:3;1,
cloroférmio, acido acético glacial, etanol absojupor 24 horas, e estocadas em alcool

70% em geladeira.

A principal finalidade da fixacdo € permitir a calgdo e precipitacdo das
proteinas, mantendo a forma e a estrutura do cdmtedlular, sem causar qualquer
distorcdo dos componentes celulares, promovendwaaia conservacao por longos
periodos, sem que as amostras sofram decompo@¢AKER, 1973).

No momento da analise, as radiculas foram hidadis@&m HCI 1N por 10 min em
temperatura constante de 60°C, coradas com ReatevoSchiff (fucsina bdésica,

metabisulfito de potassio, carvao ativado e HCbR)1por no minimo 2 horas.
5.7.1 Preparacédo da lamina

Uma ponta de raiz foi transferida para uma lanvetou-se o excesso do reativo
de Schiff com papel filtro e acrescentou-se uma glg orceina acética a 2%. Com o
auxilio de agulhas e de um estereomicroscopiagptetie a coifa e as capas mais externas
da raiz, procurando deixar apenas a regido medsiesm Cortou-se o tecido em pedagos
tdo pequenos quanto possivel, cobriu-se com umialdere fez-se uma pressao leve, com

uma agulha de ponta rombuda, diretamente em cim&agmentos do meristema, até que
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cada um deles se transformasse em uma pequenaardmcBlulas espalhadas (GUERRA
e SOUZA, 2002).

Em seguida, esmagou-se o material colocando o mimnjamina-laminula em um
papel filtro dobrado, pressionando firme e cuidadosnte para ndao permitir nenhum
deslize da laminula sobre a lamina. As laminasnfoanalisadas imediatamente em
microscépio Optico a uma magnitude de 400x, semdadas todas as fases da mitose
encontradas em cada lamina, com especial atencacapaconfiguragdes cromossomicas

em anafase/tel6fase.
5.8. Andlise Estatistica

Adotou-se o0 delineamento inteiramente casualizadm e repeticdes de 25

sementes por tratamento, para cada variavel adajipara as sementes dos acesso | e Il.

A analise estatistica dos dados foi efetuada pdo rde analise de variancia
considerando o nivel de significancia de 5%, e hdwediferenca estatistica entre os
tratamentos, aplicou-se o teste de médias de Twaké&P. As andlises foram realizadas

usando-se o pacote R.

Foi feita a analise de correlacdo simples entragdaveis avaliadas e a germinacao
e também a correlacdo multivariada, que eviden@éeito conjunto de variaveis sobre a
germinacdo. Foram utilizados modelos de regress&ar| quadraticos e modelos néo

lineares, Gompertz que apresenta a seguinte astrutu
_ A
(1+Bexp“)
W = Aexp(B exp“ '

Em queW expressa o numero de sementes germin&d@sp numero maximo de
sementes germinada®l corresponde ao parametro de locacdo, sem intagaet
biolégica; K determina a taxa de expansdo da germinagfp;refere-se a base dos
logaritmos neperianost refere-se a variavel que esta sendo correlaciorama
germinacdo. Foram utilizados modelos, que aprasant maior coeficiente de

determinacae r2, que € uma medida de ajustamento do modelo aoesalbservados.
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As variaveis (metafase anormal, ponte e cromossometardatarios) foram
correlacionadas isoladamente com a germinacaon aldéi estudar o grau de relagéo de

cada uma dessas variaveis com a germinacao.

Uma correlacdo multipla (soma das anormalidadesafase anormal + ponte +
retardatariolersus germinacao, também foi realizada com o objetivadaiar o quanto

gue essas anormalidades estariam relacionadas goeda na germinagao.

Para avaliar a influéncia das anormalidades noegsmc de germinacdo das
sementes d®. nigra envelhecidas artificialmente, utilizou-se 0 modelatemético de
Probit, descrito por ELLIS e ROBERTS (1980) paraviao da perda de germinagcéo em

sementes armazenadas.
6 - RESULTADOS E DISCUSSAQO

Os resultados dos testes realizados e das poreestaigs fases encontrados nas
sementes d®albergia nigra dos acessos | e Il sdo apresentados nas (Tabeta &2,

respectivamente.

Tabela 6.1: Teor de umidade (U), Teste de germinacédo (G), éndie velocidade de

germinacao (IVG), Teste de Tetrazdlio (TZ), Conddade Elétrica (CE), Porcentagem de
Metafase Anormal (MA), Porcentagem de Ponte (P)cétdagem de cromossomos
retardatarios (R) e Soma das anormalidades (SA)s apenvelhecimento acelerado de

sementes do acesso |dalbergia nigra (Vell.) Fr. All.ex Benth.).

Acesso | U G VG Tz CE MA P R SA

Test. 46,59B 76A 1510A 78,3B 54,72c 0,39C 553C 3,74D 9,41CD
24 h 4357E 80A 16,10A 86,6A 73,978 0.62C 583C 483C 11,28D
48 h 46,13C 712A 12,36B 66,6C 40,82c 1,088 655B 1,28  8,92C
72 h 4936A 557A 11,06C 50D 49,75C 1.01B 9,09AB 4,83B 14,94B
96 h 4502D 34B 811D 41,66E 91,60A 2.81A 8,68A 593A 17,42A

As médias seguidas pela mesma letra ndo difereatistisamente entre si. Foi aplicado o Teste deeyuao

nivel de 5% de probabilidade.
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Tabela 6.2: Teor de umidade (U), Teste de germinacédo (G), éndie velocidade de

germinacao (IVG), Teste de Tetrazdlio (TZ), Conddtaide Elétrica (CE), Porcentagem de
Metafase Anormal (MA), Porcentagem de Ponte (P)céldagem de cromossomos
retardatarios (R) e Soma das anormalidades (SA)s apenvelhecimento acelerado de

sementes do acesso Il de Dalbergia nigra (Vell. Aex Benth.).

Acesso | U G IVG Tz CE MA P R SA

Test. 253D 79A 1341A  T70A 163,4B 0C  204C 199B 4,03C
24 h 2596C 37B 512B 41,66B 163,128 L1.78B 2,77C 255B  7,06C
48 h 26,52|B 24C 3,40C 33,33C 163538 356A 532B 3,86A 12,758
72 h 323A 6D 0,61D 10D 186,568 2.17A 7,72A  3,98A  13,88A
96 h 2434E 0D - 1,66E 258,13 - - - -

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferaatistisamente entre si. Foi aplicado o Teste deeyuao

nivel de 5% de probabilidade.

De acordo com o tempo de envelhecimento, a quididigiologica das sementes
apresentou variagao.

A umidade inicial para sementes do acesso | e@5¥% alcancando 46,59% apos
quatro horas de embebicdo. Em relacdo a porcentatge germinacdo houve um
decréscimo de 42% (Tabela 6.1), para sementeshemidhs por 96 horas o que foi
comprovado com o teste de tetrazoélio (Tabela 6.1).

Para o lote de sementes do acesso | a queda npaesgixa na germinagao foi a
partir de 72 horas de envelhecimento na qual cepéral caiu pela metade.

Guedesat al.(2011) estudando a qualidade fisioldgica de sermeamed®albergia
nigra por meio do processo de envelhecimento acelemloggrvaram um decréscimo

significativo no percentual de germinacdo a medigmas sementes foram envelhecidas.

No tratamento de 24 horas de envelhecimento adeldrauve um aumento de 4%
na germinacdo em relacdo a testemunha; esse fagoseo explicado porque as sementes
de espécies florestais normalmente apresentam usraninpjcao irregular e o

envelhecimento pode auxiliar para uma germinacds umaforme (Figura 6.1).
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Figura 6.1: Plantulasde Dalbergia nigraacesso I, envelhecidas por 24 horas a 42°C.

Para as sementes do acesso Il a umidade inicialleergd® e chegou a 25,3% apds o
envelhecimento, e a germinacgéo caiu consideravédnoiiegando a 0 no tratamento de 96
horas, no qual todas as sementes estavam mogas,também pode ser comprovado com

o teste de tetrazolio, Tabelas 6.1 e 6.2.

Na Figura 6.2 podemos observar o teste de gernumegdltima avaliacao.

Figura 6.2: Plantulas deDalbergia nigra,acesso Il, envelhecidas por 24 horas a 42°C.

Esse acesso mostrou-se extremamente sensivel elhesimnento acelerado, uma
vez que com 48 horas de envelhecimento as semsditapresentaram germinacdo de
33,3%.

Resultados semelhantes foram encontradosPpdro et al.(2010) que relataram
gue viabilidade e o vigor das sementes Almadenanthera peregrina (L.) Speg. foram
afetados pelo aumento do tempo de sua permanéact@mara de envelhecimento. O
periodo de 96 h de envelhecimento acarretou perdd da viabilidade e vigor das

sementes dA. peregrina.

O envelhecimento artificial simula os resultadasiofbgicos e bioquimicos da
deterioracdo ocorrida em sementesMiganoxylon brauna armazenadas por 12 meses,

reduzindo o potencial fisioldgico dessas semel@&RTESet al. 2010).
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Ao longo do envelhecimento acelerado constatousseas sementes absorveram
agua, atingindo valores superiores a 25% em ambo®tes apos 96 horas. Segundo
MARCOS FILHO (2005) o teor de agua das sementesleasidas deve ser superior a

20%; e isso ocorreu em todos os periodos testados.

Durante a conducdo do trabalho foi observado quearir de 72 horas de
envelhecimento as sementes apresentavam contamipac&ungos Aspergillus niger,
Aspergillus flavus e Rhizopus sp. (Figura 6.3).

Figura 6.3: Sementes d®albergia nigraenvelhecidas por 72 horas

Os fungos sé@o o0s principais microrganismos que 6empa microflora das
sementes em condicbes de armazenamento, sendo imdpgs causadores de

deterioracfes e perdas durante este periodo (PQad0).

O géneroAspergillus € o mais comumente encontrado em sementes arndasena
Desenvolve-se em sementes cujo teor de agua est@@librio com umidades relativas
entre 65-90% (SILVA, DONZELES e AFONSO, 1995).
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As espécies dos géneraspergillus estdo entre os principais agentes deterioradores
de sementes (POPINIGIS, 1977); (Figura 6.4).

Figura 6.4: Avaliacdo do teste de germinacdo dasmentes deDalbergia nigra acesso I,

envelhecidas por 72 horas.

No teste de tetrazélio varios pré-testes foramzadbs a fim de se obter o melhor
tempo de exposicdo e concentracdo de 2, 3, Sitriflmeto de tetrazdlio, e também a

melhor técnica de corte dos tecidos.

As concentracdes de 0,1 e 0,5% da solugéo dedbtralurante 24 e 48 horas de
embebic¢éo ndo houve a coloracéo ideal dos teca®sementes em nenhuma das técnicas

utilizadas.

Durante 48 horas a 0,75% os tecidos ficaram conchas coloridas em vermelho
muito intenso, em algumas partes essenciais, dmlo a avaliacdo da viabilidade das
sementes analisadas. Nenhuma das técnicas deagéduidos tecidos foi eficiente nessa

avaliagao.

Para a concentracdo de 1% j& nas primeiras 24 husagecidos avaliados
apresentaram coloracdo muito avermelhada o queétanimpossibilitou a avalicdo das

sementes nessas condi¢des.
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Na Figura 6.5 sdo apresentados varios tipos deag@dlo, de acordo com a técnica

de preparacdo das sementes para exposi¢do dasstagdlucédo de tetrazolio.

Figura 6.5: Padrbes de coloracdo obtidos submetendo as sendmi@albergia nigra a trés
diferentes técnicas de exposicao dos tecidos; AC B, D (exposi¢cdo do embrido); E, F, G, H
(cortes em tecidos ndo essenciais); I, J, K, Lfipegdo dos tecidos ndo essenciais), solu¢do de
0,75% por 24 horas.

Nas sementes pré-umedecidas que foram perfuragasuoo bisturi longe dos
tecidos essenciais e nas sementes em que foiufeitoorte transversal em area de tecido
nao essencial, verificou-se que nédo houve unifadedna coloragdo, uma vez que a
solucéo nao foi capaz de atingir os tecidos mderns, dificultando assim a avaliagao
dos lotes das sementeshiabergia nigra, acessos | e Il.

43



Na técnica de extracdo do embrido, em que o mesmsofado do endosperma e
transferido para a solucdo de tetrazoOlio, as seseapresentaram coloracdo mais

adequada, permitindo uma avaliacdo mais eficiente.

Na Figura 6.5 letra B pode-se perceber a diferelecaum embrido considerado
viavel (esquerda) e um embrido considerado naceli@ireita). Nas letras C e D os
embrides apresentados foram considerados inviapeis,ndo apresentaram a coloracao

ideal ou apresentaram coloragéo n&o uniforme.

O teste de tetrazolio ndo € utilizado com frequeénei determinacéo da viabilidade
das sementes de espécies florestais nativas, elasnazdes € que a padronizacdo do seu
método ainda nao foi desenvolvida para a maiorséadesspécies. Por este motivo, ha um
namero crescente de trabalhos com espécies brasijlgue tem por objetivo padronizar o
método deste teste, podendo-se citar os trabakofBRUEL 2001; BOTELHOet al.
1995; FERREIRAet al. 2001; FOGACA 2003; MALAVASEt al. 1999; MENDONC Aet
al. 2001 e NASCIMENTO e CARVALHO, 1998; ZUCAREEt al. 2001 ).

Comparativamente, o teste de tetrazélio apresestdtados mais rapidos sobre a
viabilidade das sementes que o0 ensaio de germinaggmde ser util nas areas de
comercializagao, beneficiamento, armazenamentoodupéo de mudas, sem que iSSO
signifique que o teste de germinagédo venha a pémgmrtancia, pois ele é um teste de
referéncia (SANTOS, 2006).

A metodologia adequada, bem como as condi¢cbessigaaa 0 estabelecimento do
teste de tetrazdlio € muito importante para andligeviabilidade de sementes. Esse
protocolo ainda € inexistente pabBalbergia nigra, assim como para varias espécies
arboreas florestais, que podera ser utilizado ctarramenta para auxiliar a manutencéo

de sementes conservadas nos bancos de germoplasma.

O teste de germinacéo e de tetrazolio apresentseaattamente correlacionados.
Alguns estudos tém mostrado que o teste de teiwaapiesenta boa correlacdo com os
diferentes testes de vigor (BARROS e MARCOS FILHE@90; PASHA e DAS, 1982).

No inicio do experimento de CE, as sementes apeesen teores de agua
variando de 43 a 49% para sementes do acesso he82% para sementes do acesso |l.
MARQUES et al. (2002a) verificaram que a variacdo do teor dea&imps sementes de
Dalbergia nigra de 9,4 a 10,6% né&o interferiu nos resultados ekiss de CE.
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Para as sementes do acesso | foi verificado umr@omea quantidade de lixiviados
para o tratamento de 96 horas de envelhecimergag@ode ser comprovado pela queda
drastica de germinacdo que inicialmente era de é6passou para 34% (Tabela 6.1).
Nesse lote de sementes percebe-se que houve ura nepsistema de membranas, ja que

os tratamentos de 48 e 72 horas ndo apresentaiemengia significativa.

No tratamento de 48 horas as sementes do acessialapresentaram germinacao

de 71% o que é considerado aceitavel para a catserem bancos de germoplasma.

Os resultados apresentados contrariam os encostpmcBORGES: al. (2000)
gue demonstraram que sementePdiergia nigra mostram-se muito sensiveis, sendo a

temperatura de 40°C por 48 horas suficientes parspar a morte das sementes.

O teste de condutividade elétrica ndo se mostricazpara a separacdo de lotes

com qualidade intermediaria de sementePa®ergia nigra.

Os valores dos coeficientes de variagcdo encontnagde®nalises sdo considerados

adequados por isso indicam que este experimerdnfiécel.

Na literatura ndo existem muitos estudos sobredett condutividade elétrica para
avaliacdo de vigor de espécies florestais nati@agundo Vieira (1994) as espécies que
apresentam a maior quantidade de informacdes s@&nses de culturas de lavouras como:
feijao, soja, ervilha e milho.

Existe grande dificuldade de fazer comparacOese esdémentes de diferentes
espécies, pois ndo se dispbe de parametros de @phps. Esta dificuldade existe até
entre a mesma espécie, pois diferencas de metéaolgmo utilizacdo de diferentes
volumes e qualidade de agua, tamanhos de reciptmtembebicdo utilizado podem
influenciar diretamente nas interpretacoes.

A deterioracdo pode ser explicada pelo fato dolaeeenento das sementes levar a
peroxidacdo de lipidios que é subsequentementeusaade perturbacdes a membrana
(SUNG e JENG, 1994). Tais alteracbes nas membrimvasn ao extravasamento de
eletrolitos (CHANG e SUNG, 1998), aumentando osoned observados no teste de

condutividade elétrica.

Para Delouche (2002) a deterioracdo de sementes ped vista como um

complexo de mudancgas que ocorrem com 0 passampo feausando prejuizos a sistemas

45



e funcdes vitais e resultando na diminuicdo no gtaucapacidade e desempenho da

semente.

Goel e Sheoran (2003) mostraram que existe umalagéo entre a diminuicdo da
germinabilidade com o aumento do extravasamenaeatelitos, o que reflete na perda da

integridade das membranas.

Nas sementes do acesso Il observou-se que o aigiemembranas apresenta uma
desorganizacao celular ja no tratamento controldestemunha, o que foi ainda mais
severo nos tratamento de 72 e 96 horas, apresent&6¢b6 uS/cm/g e 258,13 uS/cm/g de
lixiviados e 6% e O de germinacédo respectivamemdicando a baixa qualidade

fisiologica desse lote de sementes, conforme aptiade na Tabela 6.2.

O tempo de exposicédo ao envelhecimento acelerad® gumentar a quantidade de
lixiviados principalmente em sementes com baixdidade fisiologica. Leopold (1980)
observou que, principalmente em tecidos mortosntiglede elevada de lixiviados na
solugéo de embebicdo pode ser um indicativo déci@etia e desorganizacdo do sistema

de membranas.

Nota-se que para as sementes do acesso |l ogevalara todos os tratamentos, da
variavel condutividade elétrica (CE), exceto 96 asona qual as sementes estavam
inviaveis, estdo muito proximos de acordo com aleab.3. Esses resultados mostram que
este teste ndo se mostrou sensivel para a avaliacégaalidade fisioloégica desse lote de

sementes.

Esses dados nao estdo de acordo com Marguals (2002b), onde o teste de
condutividade elétrica se mostrou eficiente nareifeiacdo de lotes de sementes de
Dalbergia nigra, apresentando alta associacdo com a germinacaocoedictes de

laboratério e viveiro.

O teste de condutividade elétrica ndo é eficiersm @ separacdo de lotes de
qualidade intermediéria; entretanto, tem sido amplae utilizado para diferenciar lotes
de alta qualidade de fisiolégica dos lotes de haia acordo com (VIEIRA e
KRZYZANOWSKI, 1999; VIEIRA, 1994). Para lotes deualidade inferior ou
intermediaria deve-se usar um maior numero de igdigst, tornando os resultados mais

confiaveis, especialmente quando se trabalha c@écies nativas, sem domesticacao e
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melhoramento, em que h& grande variacdo entre pig&es dentro de um mesmo
tratamento (SANTOS e PAULA, 2009).

O teste de condutividade néo foi adequado paraimiisar as matrizes dalbizia
hassleri quanto a qualidade das semeli@®NZALESet al. 2009)

FAnti e perez (2005) observaram que o decréscimovigor de sementes de
Chorisia speciosa (paineira) envelhecidas artificialmente, foi dim@ente proporcional ao

aumento da lixiviacao eletrolitica dos solutos leeks das sementes.

Santos e Paula (2005) verificaram que teste deutmidhde elétrica mostra-se
promissor para a diferenciagdo de lotes de semeatgeSebastiania commersoniana,
podendo ser conduzido a 25°C, em 75 ml de agu@fdroras. Isso ndo ocorreu neste

estudo.

Percebe-se que a reducdo dos valores de IVG fogmificativos para todos os

tratamentos nas sementes do acesso Il (Tabela 6.2).

Para sementes do acesso | a reducdo desses vadwefi significativa nas
primeiras 24 horas, mas passando a haver difesggdicativa (p > 0,05) em relacédo a

testemunha a partir de 48 horas.

Delouche (1963) caracteriza a deterioracdo comoegeD inexoravel, irreversivel,
minimo na maturidade fisiolégica, cuja velocidadeia entre lotes de sementes de mesma
variedade, sendo variavel entre sementes indi\gddintro de um lote e com diferencas

inerentes entre espécies quanto a longevidade.

De maneira geral, a medida que as sementes foramihenidas ocorreu uma
reducao no vigor. O indice de velocidade de gergdindlVG) decresceu com o aumento
do tempo de envelhecimento, confirmando a queddgo e na germinagédo. A reducéo
gradativa da viabilidade e do vigor das sementesngvida pelas condi¢cbes estressantes
durante o envelhecimento acelerado, pode ser ameipelas caracteristicas avaliadas.
Isto se deve a um maior consumo das reservas, rdetmrda acelerada atividade

metabdlica nestas condicdes.

Sementes de menor qualidade deterioram-se madarapnte do que as vigorosas,
com reflexos na germinacdo apos o periodo de ezmiglento acelerado (TORRES e
MARCOS FILHO, 2001).
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Ferreiraet al. (2004) estudando o efeito do envelhecimento aadteem sementes
de Copaifera langsdorffii Desf., relataram que o vigor foi o atributo mdet@ado durante o
envelhecimento artificial, constatado pela redugéadativa no indice de velocidade de
germinacdo e pelo aumento na quantidade de Ibogiacbbservado no teste de

condutividade elétrica

O envelhecimento acelerado ocasionou reducdo nairgegao e no vigor de
sementes d€. langsdorffii, sendo o vigor afetado mais rapidamente do quEraigacao
(CARVALHO et al. 2006).

Resultados semelhantes foram obtidos por GarciareuA(2004) que, verificaram
gue sementes daadenanthera colubriana Bram. apresentaram uma reducéo significativa
da porcentagem de germinagcdo, quando submetidasn@dicBes de envelhecimento

acelerado.

Em sementes de eucalipto, a taxa de germinacédesdecr com o0 aumento do
tempo de armazenamento das sementes, sendo queenasntes envelhecidas
artificialmente apresentaram menor vigor quando paadas com os tratamentos das
sementes envelhecidas naturalmente (Tukey 5%), mnando que o tratamento das
sementes colocadas a 42°C e 100% de UR por 96 pooamcou um declinio na
germinacao destas (CAMARG@&,al., 2000).

Em sementes de seringueikte(ea brasiliensis Muell. Arg) também foi observado
qgue o vigor avaliado pelo teste de IVG reduziu @idee que o tempo de envelhecimento
acelerado aumentou (GARCIA e VIEIRA, 1994).

O indice de velocidade de germinacdo apresentomellores resultados para

identificar danos iniciais em sementes conservdd&salbergia nigra.
6.1. Teste Citogenético

Para realizacdo do teste citogenético, no qual dealiado o numero de
anormalidades mitdticas, a técnica precisou semizdida, ja que na literatura nao foram

encontrados protocolos para analise do comportamnmeitdtico deDalbergia nigra.
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6.1.2. Coleta de tecido meristematico para analiseitotica

O tecido meristematico é caracterizado por posstlirlas indiferenciadas e em
constante divisdo mitética, principalmente na r&dara a coleta deste material foram
testados varios horarios de coleta; foi constatp@oo horario de 16:00h foi o melhor, pois

nele foi obtida maior frequéncia de divisdo mitatic

O fixador utilizado, Carnoy Il (6:3:1 v/v/v) clor@fmio, acido acético glacial e
etanol absoluto, apresentou os melhores resultddogue o Carnoy | (3:1 v/v) acido
acético glacial e etanol absoluto, que na sua ceitgo ndo apresenta cloroférmio. O
cloroformio promove a dissolu¢cdo de graxas e séesecgerosas da superficie celular,

facilitando a penetracédo da solucéo fixadora (PEQARA, 2005).
6.1.3. Avaliacéo das fases observadas

Foram analisadas 17.597 células em divisdo comanttB.519,4 em 10 laminas,

por tratamento.

O numero de cromossomos observado esta de acondd@€d.IDO et al. (2011)
2n= 20, Figura 6.6.

.
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Figura 6.6.: Contagem do nimero de cromossomos @albergia nigra2n = 20

A) Sementes do acesso |

O teste de médias para a soma das anormalidadesneemtes do acesso | (Tabela
6.1) mostrou que a medida que as sementes foraelhegidas essas anormalidades

aumentaram, coincidindo com a queda na germinagao.

Para o tratamento testemunha e 24 horas de enwve#rgo acelerado ndo foram
encontradas diferencas significativas para a veri®A (soma de todas as aberracdes

celulares encontradas em cada tratamento), magtar@ e 96 horas as diferencas foram
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significativas, comprovando que a medida que asraglbes celulares aumentam a

germinacgao de sementesiabergia nigra diminui.

Dentre as varias consequéncias relacionadas aessmode deterioracdo das
sementes, a queda na germinacdo tem sido apordata um dos ultimos eventos que

caracterizam o declinio na qualidade fisiologicaeimentes (PAIVA, 2008).

Alteracbes na anéafase/telofase ja sdo estudadasupms autores em sementes

envelhecidas.

Para avaliar o potencial da presenca das aberratp@esvadas na germinacdo de
sementes do acesso | utilizou-se a analise de tPiDbi acordo com os resultados a
presenca de 10 células com anormalidades na metafsgpaz de reduzir a germinacdo em
50% (Figura 6.7).

Para a alteracdo mitética do tipo ponte sdo negassdl células com esta
anomalia para que a germinacao se reduza a mé&tadeaso de células que apresentam
irregularidades do tipo cromossomos retardataaogresenca de 24 células é suficiente

para a germinacéo decrescer pela metade (Figura 6.7

Portanto para que a germinagdo de sementes dadcds®albergia nigra caia

pela metade sdo necessérias 74 alteracdes cromogsom

40 -
35 4
30
25 4
20 -
15 -

10 A
S_J
0 -

Metafase anormal Ponte Retardatario

Figura 6.7.: Quantidade de anormalidades necessaggara que a germinacdo de sementes de

Dalbergia nigracaia 50%.

Nilan e Gunthardt (1956) relataram que, a capaeididgerminacdo das sementes
diminui com o aumento da frequéncia de anomaliasnoessOmicas de acordo com o

tempo de envelhecimento das sementes.
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Murata e Tscuchiya (1980) estudando o efeito deleeecimento em sementes de
Hordeum vulgare, observaram que, a sincronizacdo da mitose foaddéed medida que as
sementes foram envelhecidas, e que as alteracfasafiase (ponte e retardatario) sao
encontradas geralmente de maneira isolada, magtampbdem ser encontradas células

com os dois tipos de alteracdo cromossomica.

Ribeiroet al. (2010) estudando a citogenética de sementesgiedrmazenadas a
longo e médio prazos em banco de germoplasmanataigue, a falta de sincronizacdo da
mitose pode ocasionar 0 surgimento de irregulaeslajie pode ser em decorréncia das
condicOes e/ou do tempo de armazenamento das ssmeamo também da genealogia
dos materiais, cujos parentais podem ser inst@esisticamente, sendo tais caracteristicas
herdadas e manifestadas nas sementes avaliadas.

B) Sementes do acesso Il

Foram avaliadas 8.839 células em divisdo para des\elo acesso Il, com média
de 2.209,75 células por tratamento, uma vez qua psse lote de sementes ndo foi
possivel realizar o teste citogenético para seraamteelhecidas até 96 horas, pois todas as

sementes estavam inviaveis (Tabela 6.2).

Comparando - se os dados de germinacdo com adasranomalias em sementes
do acesso I, verifica-se uma relacéo entre a diigio da germinacdo com o aumento na

frequéncia de células anormais (Tabela 6.2).

Para esse lote de sementes também ndo houvenddesignificativa entre o
tratamento testemunha e 24 horas de envelhecimento.

Murataet al. (1981) observando as mudancas genéticas durasmegethecimento
de sementes de cevada submetidas a altas tempseratostraram que, a frequéncia de
anafases aberrantes aumentou com o aumento do tmpodicdes de envelhecimento.
Essas aberracbes também foram relacionadas comda ge germinabilidade, que foi

acelerada com o aumento da temperatura de 21°Gp¥cae 38°C.

Varios autores relataram que o envelhecimento mxBEeaumenta a frequéncia de
anomalias cromossomicas, (Abdalla e Roberts, 1968umtaet al 1981) trabalhando
com cevada; (Roberts, 1973b e Villiers, 1974) emtdd as alteracbes bioquimicas em

sementes conservadas.
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Ribeiro et al. (2010) estudando alteracdes citogenéticas em semelet trigo
armazenadas relataram que, o envelhecimento dantespode estar relacionado com
quebras no DNA e as alteracdes no seu metabolissmexplicaria a queda acentuada na
porcentagem de germinacédo das sementes de triggparecimento de células anormais a
medida que as sementes envelheceram. De acordoV¢amer e Price (1989) o
envelhecimento de sementes levaria a uma crespeshiedo da capacidade operacional

dos mecanismos de sua restauracao.

Para avaliar a queda na germinacdo em funcdo damalidades utilizou-se a
equacdo PROBIT, demonstrando que para sementesedsoall sdo necessarias poucas

anormalidades para que a germinacéo caia 50% 6=&38).

5,00 -
4,50 -
4,00 -
3,50 -
3,00 -
2,50 -
2,00 -
1,50 -
1,00 -
0,50 -

0,00 -
Metafase Anormal Ponte Retardatario

Figura 6.8: Quantidade de anormalidades necessarigmra que a germinacao de sementes de

Dalbergia nigracaia 50%.

Para esse lote de sementes a presenca de umedataeametéfase ja é suficiente
para que a germinacao de sementeld.degra decaia 50%; isso indica que essa variavel é
determinante para o insucesso da germinacdo dentema&rmazenadas e envelhecidas
artificialmente. Isso provavelmente ocorreu devédbaixa qualidade inicial desse lote de

sementes.

Para as sementes do acesso Il sdo necessériascéint@s com alteracdes na
anafase (ponte) ou duas células com cromossomaslatirios (Figura 6.8) para que a
germinacdo caia 50%. Esse lote é extremamentevetrssialteracbes nucleares; isso

poderia explicar a auséncia de germinacdo em semenvelhecidas artificialmente por
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96 horas. Na Figura 6.9 podem-se observar as @esacelulares encontradas nas células

meristematicas de sementes armazenadas de jacdeBaaia Dalbergia nigra).

Figura 6.9: Aberracdes nucleares em sementeBaéergia nigra envelhecidas artificialmente A
e B: metéfase anormal, C: anafase com ponte edPasacom retardatario.

E interessante notar o aparecimento de trés tigoslracbes cromossémicas
(Figura 6.9). Essas alteracdes celulares podenteserrentes de quebras de DNA, ou seja,
podem ser consequéncias da ocorréncia de defia@nei inversdes de segmentos
provocados pelas quebras (CHEACH e OSBORN, 1978).

O envelhecimento teria como uma de suas princigaisas as quebras do DNA e

as alteracbes no metabolismo do DNA. Paralelamantsso, haveria uma crescente

53



reducdo da capacidade operacional dos mecanismmsadestauracao, especificamente a
velocidade com que atua e a fidelidade com quedegra estrutura afetada (WARNER e
PRICE, 1989).

Analisando-se a correlacdo multivariada entre ge&gdo versus
anormalidades e condutividade elétrica, percebgtse a queda na porcentagem de
germinacdo das sementes Dalbergia nigra, o aumento de células anormais e a
guantidade de lixiviados liberados durante o tedte condutividade elétrica estdo
correlacionados, ou seja, se verifica que a megliaas sementes se deterioraram esses

fatores sdo aumentados (Tabela 6.7).

Tabela 6.3: Coeficientes de correlacdo simple3 éntre os valores del A (Metafase
Anormal); A/T (Anafase/Teléfase)R (Retardatario)P (Ponte);G (Germinacéo) eCE
(Condutividade Elétrica), para sementePdébergia nigra do acesso |l.

AT R P G CE TZ
MA 0,350302 0,611211 0,650678 -0,27214 -0,3194 -0,1703
AT 0,711515 0,628182 0,313116 -0,50558 0,324731
0,859117 -0,10868 -0,39709 -0,05042
P -0,26844 -0,29355 -0,22616
0,64018 0,983822
CE -0,74292

Foram observadas correlacdes significativas entrariavel germinacdo e os
valores de anéfase/tel6fase, condutividade elétrida tetrazoélio (Tabela 6.7), indicando
que o comportamento da germinacdo pode estar adeod@s alteracdoes celulares
encontradas nas fase anafase/teléfase, duranteethecimento artificial das sementes de

Dalbergia nigra.

As alteracbes celulares encontradas nesse estdiempexplicar a queda na
germinagcdo de sementes de nigra envelhecidas artificialmente. Coello (1996)
estudando sementes de milho deterioradas obsenmwaprreram danos no mecanismo

de reparo do DNA em sementes envelhecidas arlifieiste.
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O envelhecimento de sementes pode estar relacionanp a deficiéncia no
mecanismo de reparo das sementes de jacaranda hda @@mlbergia nigra) e
consequentemente com o aumento das alteracoesssomicas observadas nos lotes com

o0 maior tempo de envelhecimento.
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7- CONCLUSOES

O emprego de testes complementares ao teste dengeéim mostrou-se muito
importante para agregar informacdes no sentidedwisar a perda de sementes em razao
da reducdo da germinabilidade, e consequentemeimtgnizar os efeitos da erosdo

genética nas cole¢fes de germoplasma.

O teste de tetrazdlio foi capaz de detectar a pdedaiabilidade em sementes
conservadas dealbergia nigra.

O teste de condutividade elétrica mostrou-se efieipara distincdo de lotes com
destacada diferenca de qualidade fisioldgica, ppréostrou-se ineficiente em distinguir

lotes de qualidades intermediarias.

O teste citogenético, baseado na mensuracdo dealidades mitoticas, mostrou-
se altamente correlacionado com a qualidade fgicddde sementes de Dalbergia nigra,

principalmente ao empregar-se a soma de anormabdad

O indice de velocidade de germinagcdo mostrou-s@ @otaste mais promissor para
identificar lotes com perda de qualidade fisioldgicseja pela sua facilidade de

implementacéo, quanto pela capacidade de prede@erda de germinabilidade.
7.1 RECOMENDACOES

Recomenda-se que colecbes de germoplasma adoteEs tesnplementares aos
testes de germinacdo com o objetivo de se mininozafeito da erosdo genética em

virtude da perda de sementes causada pelo envelt@o natural do germoplasma.

O teste de viabilidade bioquimica deve ser reatizamm solucéo de 2, 3, 5- trifenil
cloreto de tetrazolio, na concentracdo de 0,75%h, e@mbrido isolado dos outros tecidos
da semente, por 24 horas em camara de germinagademperatura constante de 25°C e

auséncia de luz.

Para o teste citogenético recomenda-se a coletaides as 16:00h, fixacdo em
solucéo de Carnoy Il por 24 horas, hidrélise em HIE por 10 min, em temperatura
constante de 60°C, coradas com Reativo de Schoff np minimo 2 horas e as laminas

devem ser preparadas com orceina acética a 2%.
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Recomenda-se a utilizagdo do indice de velocidadgedninag¢édo associado com o
teste de germinagdo, pois este se mostrou altancentelacionado com a reducédo da
germinacdo. A vantagem da utilizacdo deste testeséa capacidade preditiva, pois foi
possivel identificar de forma precoce, lotes deesdss, que apesar de apresentarem um

bom percentual de germinacéo, j& apresentavamdewésel queda de vigor.
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