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RESUMO

ARAUJO, Caroline Palacio de. Arvores frutiferas funcionais da Floresta Atlantica:
diversidade fenotipica e molecular, composicdo hormonal, nutricional e
antioxidante em Lecythis pisonis e Lecythis lanceolata. 2020. Dissertacéo
(Mestrado em Ciéncias Florestais) - Universidade Federal do Espirito Santo, Jerbnimo
Monteiro, ES. Orientador: Prof. Dr. Rodrigo Sobreira Alexandre. Coorientador: Prof.

Dr. José Carlos Lopes.

As espécies Lecythis pisonis Cambess. e Lecythis lanceolata Poir. (Lecythidaceae),
sao castanheiras nativas da Floresta Atlantica, cujas sementes séo fontes de alimento
para a fauna e seres humanos. O objetivo deste estudo foi estudar as caracteristicas
biométricas, hormonais e quimicas de sementes, seus efeitos sobre a emergéncia e
vigor de plantulas, bem como a fenotipagem de mudas e a diversidade molecular entre
matrizes de L. pisonis e L. lanceolata. No primeiro trabalho, analisou-se para cada
matriz a biometria e os niveis hormonais das sementes, emergéncia e vigor de
plantulas, fenotipagem de mudas, analise molecular e divergéncia genética. As
analises estatisticas constaram de um teste de Tukey (p>0,05), distancia generalizada
de Mahalanobis (D?) para as caracteristicas de hormonios, sementes e muda,
diversidade molecular por meio de primers ISSR, correlacéo e diversidade genética
pelo método UPGMA (Unweighted Pair-Group Method using Arithmetic). A espécie L.
pisonis as matrizes Lpl e Lp2 alcancaram as maiores porcentagens de emergéncia e
producdo anual de frutos (200 e 300 frutos) e a Lp2 alcancou a maior massa de
endosperma. Arvores de L. lanceolata possuem um porte menos elevado, facilitando
a colheita de frutos, uma menor relacdo AIA/ZT no endosperma de sementes e alta
capacidade na emissao de brotos em mudas. A matriz LI6 alcancou uma alta producéo
de frutos (126 frutos) e a LI3 a maior massa do endosperma. O MeJA foi
correlacionado negativamente com o crescimento de mudas e acumulo de massa
seca e também houve uma acéo antagbnica entre a ZTe e ABAt para L. lanceolata. O
tegumento das sementes de ambas as espécies acumula altas concentracdes de
ABA. Existe uma alta variabilidade genética entre as espécies estudadas, e uma baixa
variabilidade genética dentro da espécie. No segundo trabalho, analisaram-se o0s
niveis nutricionais em castanhas, folha e solo (20 e 40 cm) e fendlicos totais, taninos
condensados, antocianinas, flavonois e potencial antioxidante 2,2-difenil-1-picril-

hidrazil (DPPH) no tegumento e endosperma das castanhas, constando de trés



triplicatas. A estatistica constou de uma analise descritiva (Box Plot), teste de
agrupamento de média Scott-Knott, correlagdo pelo método UPGMA e analise de
componentes principais para os elementos nutricionais da castanha, solo e folha. As
castanhas (endosperma) das espécies L. pisonis e L. lanceolata séo ricas fontes de
macronutrientes e micronutrientes, sendo o poder antioxidante das sementes mais
elevado no tegumento, quando comparado ao endosperma. As matrizes Lpl, Lp2,
Lp3, Lp4 e Lp6 de L. pisonis e LI1, LI2, LI4, LI6 de L. lanceolata possuem
concentracfes adequadas de selénio que permitem o consumo de uma castanha dia
1. Para L. pisonis, o poder antioxidante (DPPHe) do endosperma (parte comestivel)
esta relacionado principalmente com os conteudos de FTe. Para L. lanceolata, o

poder antioxidante do tegumento (DPPHt) aumenta em funcéo da presenca de TCt.

Palavras-chave: sapucaia, sapucaia-mirim, hormonios vegetais, germinacao,
diversidade genética, fenotipagem de mudas.



ABSTRACT

ARAUJO, Caroline Palacio de. Functional fruit trees in the Atlantic Forest:
phenotypic and molecular diversity, hormonal, nutritional and antioxidant
composition in Lecythis pisonis and Lecythis lanceolata. 2020. Dissertation
(Master in Forest Sciences) - Federal University of Espirito Santo, Jerbnimo Monteiro,
ES. Advisor: Prof. Dr. Rodrigo Sobreira Alexandre. Co-advisor: Prof. Dr. José Carlos

Lopes.

The species Lecythis pisonis Cambess. and Lecythis lanceolata Poir. (Lecythidaceae),
are chestnut trees native to the Atlantic Forest, whose seeds are food sources for fauna
and humans. To study the biometric, hormonal and chemical characteristics of seeds,
their effects on seedling emergence and vigor, as well as seedling phenotyping and
molecular diversity between L. pisonis and L. lanceolata matrices. In the first study, the
biometry and hormonal levels of the seeds, emergence and vigor seedling, seedling
phenotyping, molecular analysis and genetic divergence were analyzed from each
matrix. The statistical analyzes consisted of a Tukey test (p>0.05), generalized
Mahalanobis distance (D?), molecular diversity, correlation and genetic diversity by the
UPGMA method (Unweighted Pair-Group Method using Arithmetic). The L. pisonis
species, the Lpl and Lp2 matrices, reached the highest percentages of emergence
and annual fruit production (200 and 300 fruits) and the Lp2 reached the highest mass
of endosperm. L. lanceolata trees have a smaller size, facilitating fruit harvesting, a
lower AIA/ZT ratio in the seed endosperm and a high capacity for seedling sprouting.
The LI6 matrix achieved a high fruit production (126 fruits) and LI3 the highest mass of
the endosperm. MeJA was negatively correlated with seedling growth and dry matter
accumulation and there was also an antagonistic action between ZTe and ABAt for L.
lanceolata. The seed tegument of both species accumulates high concentrations of
ABA. There is a high genetic variability between the species studied, and a low genetic
variability within the species. In the second study, the nutritional levels in chestnuts,
leaves and soil (20 and 40 cm) and total phenolics, condensed tannins, anthocyanins,
flavonols and antioxidant potential 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazil (DPPH) were
analyzed in tegument and endosperm of chestnuts, consisting of three triplicates. The
statistics consisted of a descriptive analysis (Box Plot), Scott-Knott average cluster
test, correlation by the UPGMA method and analysis of main components for the



nutritional elements of the chestnut, soil and leaf. Chestnuts (endosperm) of the
species L. pisonis and L. lanceolata are rich sources of macronutrients and
micronutrients, with the antioxidant power of the seeds being higher in the tegument
when compared to the endosperm. The matrices Lpl, Lp2, Lp3, Lp4 and Lp6 of L.
pisonis and LI1, LI2, LI4, LI6 of L. lanceolata have adequate concentrations of selenium
that allow the consumption of a chestnut day. For L. pisonis the antioxidant power
(DPPHe) of the endosperm (edible part) is mainly related to the contents of FTe. For
L. lanceolata the antioxidant power of the tegument (DPPHTt) increases due to the

presence of TCt.

Keywords: sapucaia, plant hormones, germination, diversity, seedling phenotyping.
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1. INTRODUCAO GERAL

Esséncias florestais nativas produtoras de castanhas sdo comumente
encontradas dentro da familia Lecythidaceae, a exemplo da L. pisonis e L. lanceolata,
contudo ainda séo pouco estudadas. A L. pisonis produz castanhas ricas em lipidios,
proteinas, carboidratos, fibras, acidos graxos insaturados, macronutrientes e
micronutrientes, além de possuirem alto poder antioxidante (VALLILO et al., 1999;
CARVALHO et al., 2008; CARVALHO et al., 2012; DEMOLINER et al., 2018a, b),
podendo competir no mercado com outras castanhas altamente apreciadas, tais como
a castanha do Brasil (PENA MUNIZ et al., 2015), macadamia (SINANOGLOU et al.,
2014), noz pecd (KURECK et al., 2018) e castanha de caju (LIU et al., 2018). No
entanto, a L. lanceolata ainda carece de estudos a respeito da composi¢éo nutricional
e antioxidante de suas castanhas.

A principal funcdo dos antioxidantes € atuar na inativacdo de compostos
nocivos para 0 organismo, 0S quais contribuem para o aparecimento de doencas
degenerativas, principalmente o cancer (JABEEN et al., 2018). O selénio (Se) € um
compostos antioxidante presente em castanhas, devido a capacidade das plantas em
absorve-lo do solo, sendo que a sua concentragdo nos tecidos vegetais varia em
funcao da localizacdo geografica, hidrologia e pH (STATWICK; SHER, 2017). A partir
do Se ocorre a producdo de selenoproteinas, as quais estdo associadas a muitas
funcdes fisioldgicas no organismo, como a manutencdo da integridade das
membranas celulares, no desenvolvimento de células esperméticas e na regulacao
de hormdnios da tireoide (triiodotironina), sendo que a sua deficiéncia esta associada
a algumas doencas que afetam o tecido muscular cardiaco e o 6sseo (RAYMAN,
2000).

O estudo de esséncias florestais nativas que possuem castanhas com potencial
alimenticio ainda é escasso, comparado a quantidade de recursos disponiveis na
biodiversidade mundial. Faz-se necessario investigagdes iniciais aprofundadas em
diversas areas do conhecimento para identificar matrizes potenciais, principalmente
guanto ao teor nutricional, germinacao e vigor de sementes.

Um dos fatores que regulam a germinacdo em sementes é o balanco hormonal
enddgeno, cuja concentracdo pode variar em funcdo da espécie e condicbes
estressantes nas quais a matriz ou a semente sdo submetidas (ZHANG et al., 2017,
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WANG et al.,, 2018; ZHU et al., 2019). O éacido abscisico (ABA) é considerado o
hormoénio da dorméncia, produzido principalmente pelo endosperma e transportado
até o embrido em desenvolvimento, contribuindo para que as sementes germinem no
momento adequado, evitando, por exemplo, casos de viviparidade. Este € precursor
de proteinas LEAs (Late Embryogenesis Abundant), as quais atuam na capacidade
de tolerancia a dessecacao do embrido (PENFIELD, 2017; BHATTACHARYA et al.,
2019; RODRIGUES et al., 2019). Outros horménios estédo envolvidos na germinacao
de sementes e normalmente atuam antagénicamente com o contetudo de ABA, como
observado em estudos com sementes de Taxus yunnanensis, demonstrando que os
niveis de ABA diminuem em fun¢&do do maior tempo de armazenamento, enquanto os
horménios acido indol-3-acético (AlA), giberelina (GAs) e zeatina (ZT) aumentam
(BIAN et al., 2018).

Estes estudos, também auxiliam na compreensao de inUmeros estadios do
desenvolvimento vegetal e da propagacédo, que normalmente ocorre via seminifera e
em ambientes naturais, ja que muitas esséncias florestais possuem baixa taxa e
desuniformidade na germinacdo e emergéncia de plantulas, prejudicando a sua
producdo e comercializacdo (CONSIDINE; CONSIDINE, 2016). Também torna-se
importante compreender a diversidade fenotipica e genotipica destas espécies,
visando a selecdo de individuos superiores para programas de melhoramento

genético e conservacao de bancos de germoplasmas (SOUZA et al., 2008).

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Estudar as caracteristicas biométricas, hormonais e quimicas de sementes,
seus efeitos sobre a emergéncia e vigor de plantulas, bem como a fenotipagem de

mudas e a diversidade molecular entre matrizes de L. pisonis e L. lanceolata.

2.2 Objetivos especificos

e Analisar fenotipicamente sementes e mudas de L. pisonis e L. lanceolata.
e Analisar o potencial germinativo e o vigor de sementes L. pisonis e L.

lanceolata.
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e Estudar a fisiologia hormonal de sementes e a sua relacdo com a
germinacao e crescimento de mudas de L. pisonis e L. lanceolata.

e Analisar a diversidade genética entre os individuos dentro e entre espécies
de Lecythis pisonis e Lecythis lanceolata.

e Selecionar matrizes com caracteristicas superiores na producdo de
sementes, poder germinativo e vigor.

e Estudar as caracteristicas nutricionais e poder antioxidante de castanhas

de L. pisonis e L. lanceolata.

3. REVISAO DE LITERATURA
3.1 Descricao da espécie Lecythis pisonis Cambess.

A espécie Lecythis pisonis Cambess., conhecida popularmente como sapucaia,
€ uma castanheira ainda pouco estudada, podendo ser encontrada na Floresta
Atlantica e Amazonica (LORENZI, 1998; CARVALHO et al., 2006). Destaca-se pelo
seu porte elevado e tronco estriado, possuindo folhagens novas de coloracao rosea.
Suas inflorescéncias dao origem a frutos do tipo pixidio (seco e deiscente), que
carecem de dez a onze meses para completar seu processo de maturacdo. Sua
madeira € apreciada na producdo de janelas, estacas, mastros e cabos de
ferramentas (LORENZI, 1998; RIBEIRO, 2010). As castanhas de L. pisonis séo ricas
fontes de proteinas, lipidios, carboidratos, macro e micronutrientes essenciais na
alimentacdo de pessoas e animais (SOUZA et al., 2008; CARVALHO et al., 2012).
Seu extrativismo ocorre principalmente por indios e produtores rurais, contudo ainda
sem fins industriais (OLIVEIRA et al., 2012). Também pode ser utilizada como um
recurso agroflorestal no sombreamento de plantacdes de cacau (RODRIGUES et al.,
2015).

Os morcegos sao atraidos pelo arilo presente na regido do hilo da semente, em
funcdo do seu sabor adocicado e estes animais posteriormente abandonam estas
sementes no ambiente natural. Os roedores também utilizam as castanhas como fonte
de alimento, e muitos possuem o habito de enterra-las para um posterior consumo,
contudo, algumas destas sementes acabam se perdendo no solo, contribuindo para a
sua dispersdo. Mamiferos como morcegos, roedores e macacos sdo 0s principais

agentes dispersores, enquanto, as abelhas atuam na polinizacdo das flores, as quais
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possuem sistema reprodutivo aldégamo (MORI; PRANCE, 1990; SAMPAIO, 2000;
TSOU; MORI, 2007; HAUGAASEN et al., 2012).

A localizacdo das matrizes influencia na constituicdo quimica de suas
castanhas, na qual, pode atuar como uma espécie fitorremediadora, absorvendo os
compostos toxicos de solos contaminados com metais pesados, a exemplo do
chumbo (VALLILO et al., 1998). Em funcéo disto, andlises de solo e nutricionais nas

castanhas se fazem importantes, visando a indicacdo para o consumo humano.

3.2 Descricao da espécie Lecythis lanceolata Poir.

Lecythis lanceolata Poir. € uma arvore nativa da Floresta Atlantica, pertencente
a familia Lecythidaceae e conhecida popularmente como sapucaia-mirim. Suas folhas
possuem formato eliptico, com margens serradas, inflorescéncias axilares, frutos
deiscentes do tipo pixidio e suas sementes também possuem arilo na regido do hilo
(LORENZI, 2002). Estadio sucessional secundaria tardia para o género Lecythis sp.
(CARVALHO et al., 2006), sendo esta endémica de mata costeira, ambientes n&o
alagados (terra firme de planicies), ndo sendo facilmente encontradas em regides
antropicamente desmatadas (MORI, 1990).

Comunidades proximas a remanescentes florestais reconhecem a importancia
da preservacao ao associar a sua fonte de renda ao extrativismo sustentavel, unindo
preservacdo e geracdo de renda, como observado por Christo et al. (2012), que
comprovaram elevado valor de uso (VU) da L. lanceolata, podendo ser utilizada como
fonte de produtos madeireiros e ndo madeireiros, contudo possuindo uma baixa
densidade relativa no fragmento estudado, indicando que o VU néo esta associado

com a sua abundancia.

3.3 Germinacédo de sementes e dorméncia como mecanismo de defesa

Sementes florestais com tegumento duro e espesso costumam enfrentar
dificuldades na germinacdo e emergéncia de plantulas, devido a alta resisténcia a
entrada de agua para o interior da semente. Carvalho (2006) classifica as sementes
de L. pisonis de ortodoxas se submetidas ao armazenamento em embalagem
semipermeavel a uma temperatura de 5 °C por um periodo de 90 dias. Sementes

ortodoxas possuem membranas mais estaveis, devido ao acumulo de proteinas LEAS,
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cujo precursor é o ABA, sendo estas proteinas formadas por aminoacidos resistentes
a temperaturas elevadas, o que contribui para a resisténcia do embrido a dessecacao
em ambientes desfavoraveis (DELAHAIE et al., 2013).

Muitas espécies florestais possuem algum tipo de dorméncia, que pode ser
ocasionada por fatores intrinsecos, os quais impedem a germinacdo das sementes
mesmo quando Ihes séo fornecidas todas as condi¢des ambientais necessérias, como
luz, oxigénio, temperatura e agua. Diferente de quiescéncia, quando a semente nao
germina na auséncia destas condicbes e € controlada por fatores exdgenos
(CONSIDINE; CONSIDINE, 2016). Alguns fatores estdo envolvidos na dorméncia de
sementes, dentre eles a impermeabilidade do tegumento a absor¢cdo de &agua
(DAYRELL et al., 2016), a imaturidade do embrido (OLVERA-CARRILLO et al., 2009)
ou devido a influéncia hormonal, por exemplo, a deposicdo de ABA no embrido nos
estadios tardios da embriogénese, podendo influenciar no controle do crescimento do
eixo-embrionéario, impedindo também a germinacdo em condi¢cdes desfavoraveis
(KANG et al., 2015; PENFIELD, 2017).

A dorméncia na natureza se faz importante para a manutencao dos bancos de
sementes no solo das florestas, permitindo sua germinagcdo em diferentes periodos
de tempo ao longo do ano, e favorecendo a dispersdo das sementes em lugares
inospitos, além de diminuir a competicédo entre individuos oriundos da mesma planta
matriz (PENFIELD, 2017).

3. 4 Composicao nutricional e antioxidante de castanhas

A L. lanceolata € uma castanheira ainda pouco estudada dentro da familia
Lecythidaceae, principalmente quanto a capacidade nutricional e antioxidante de suas
castanhas. Pertence a mesma familia da L. pisonis, cujas sementes sao constituidas
guimicamente por lipidios, proteinas, carboidratos, fibras, acidos graxos insaturados,
macronutrientes, micronutrientes e antioxidantes (VALLILO et al., 1999; CARVALHO
et al., 2008; CARVALHO et al., 2012; DEMOLINER et al., 2018a, b).

A acdo antioxidante de castanhas ocorre em funcdo da presenca de alguns
compostos, a exemplo do selénio e do acido linoleico (DEMOLINER et al., 2018a). Os
antioxidantes podem ser produzidos naturalmente pelo organismo ou obtidos

exdgenamente através da alimentagéo e atuam contra os radicais livres ou espécies
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reativas de oxigénio (ERO), doando um elétron para a ultima camada da ERO,
fazendo com que esta se torne estavel (JABEEN et al., 2018).

As ERO sao compostos originados através de reacdes biologicas, alimentacao
ou processos inflamatérios do organismo, e possuem um numero impar de életrons
em sua Ultima camada, caracteristica esta que os torna altamente reativos e nocivos
para o organismo. Estas ERO atuam lesando as células através do rompimento das
membranas celulares, contribuindo para o envelhecimento e surgimento de varios
tipos de doencas como o cancer, doencas auto-imunes e cardiovasculares. Dentre
estas pode-se citar o superéxido (O2), hidroperoxila (HOz2'), hidroxila (OH) e peréxido
de hidrogénio (H202) (GALADARI et al., 2017).

3.5 Biometria

Dados biométricos podem ser utilizados na compreensdo da diversidade
genética de individuos dentro de uma mesma espécie, por meio da fenotipagem.
Estudos em diferentes acessos de sapucaia, apresentaram alta diversidade genética,
0 que permitiu a indicagéo destes para programas de melhoramento genético (SOUZA
et al., 2008).

Sabe-se da grande necessidade da selecdo de individuos com caracteristicas
superiores para sistemas de restauracao florestal e plantios comerciais. Poggetti et al.
(2017) estudaram 220 matrizes de nogueira-comum (Juglans regia L.), analisando as
caracteristicas de massa da améndoa, da casca, espessura da casca, cor do
tegumento da castanha e formato do fruto, visando a indicacdo de alguns acessos
para a propagacao vegetativa e subsequente distribuicdo entre os produtores.

Frutos grandes frequentemente englobam uma maior quantidade de sementes
de tamanho pequeno ou uma menor quantidade de tamanho grande ou uma mistura
de sementes grandes e pequenas. Sementes grandes normalmente possuem maiores
porcentagens de germinacdo quando comparadas com sementes pequenas,
provavelmente devido a uma quantidade superior de tecido de reserva destinado a
nutrir o embrido (MNG'OMBA; SILESHI, 2015).

A espessura do tecido de revestimento também tem grande influéncia sobre a
germinacdo, o que explica as baixas taxas de germinacdo e vigor em espécies

florestais, j& que a raiz primaria pode encontrar uma enorme barreira fisica durante o
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processo de germinacéo, principalmente quando o tegumento possui deposi¢céo de
lignina (KONAN et al., 2018).

3.6 Principais hormonios vegetais enddgenos
3.6.1 Auxina

Charles Darwin e seu filho Francis ao estudar tropismo em alpiste (Phalaris
canariensis) tinham o interesse em descobrir o que levava a curvatura do coledptilo
em direcdo a fonte luminosa. Concluindo que o apice dos coleopitlos percebiam os
estimulos, os quais eram transmitidos para a zona de crescimento, promovendo a sua
curvatura. Em estudos com aveia (Avena sativa) foi comprovado a presenca de uma
substancia que promovia o crescimento no apice dos coledpitlos, denominando-a
auxina (WENT,1926; TAIZ et al., 2017).

A primeira auxina descoberta foi o &cido indol-3-acético (AlA), sendo a mais
abundante entre as plantas superiores, atuando na dominancia apical (BARBIER et
al.,, 2017), formacdo de raizes (COSTA et al., 2018), diferenciacdo vascular
(BERLETH et al., 2000), regulacdo da abscisao foliar quando associado ao etileno
(KUCKO et al., 2019) e desenvolvimento de frutos (MATSUO et al., 2018). As auxinas
sdo conhecidas como homénios do crescimento, sendo sintetizadas principalmente
em 4pices caulinares, folhas jovens, frutos e sementes em desenvolvimento,
associando-se a tecidos que estdo em processo de rapida divisdo celular (TEALE et
al., 2006).

A dominancia apical permite que a planta cresgca em tamanho, em detrimento
do afrouxamento celular causado pela diminuicdo do pH (acidificacdo) da parede
celular, associado a agédo de enzimas, a exemplo das expansinas, codificadas pelos
genes EXPAl e EXPA8 que quebram as ligacbes de celulose e hemicelulose,
culminando para a extensdo da parede celular, fator importante para curvatura e
alongamento (COSGROVE; JARVIS, 2012; TAIZ et al., 2017). Quando o apice é
podado/cortado, vai existir uma menor relagdo auxina/citocinina, influenciando no
desenvolvimento de gemas laterais e no crescimento lateral da copa (BARBIER et al.,
2017).

A auxina pode atuar inibindo a producéo de etileno, retardando o processo de
absciséao foliar, sendo este um processo geneticamente programado, culminando na

separacdo de um orgdo da planta. Ocorre a formagédo de uma zona de absciséo, local
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este onde as células tem suas paredes celulares digeridas, tornando-as frageis e
causando o seu desprendimento. Durante a senescéncia foliar a fotossintese é
interrompida, e suas reservas sao transferidas para outros tecidos, ocorrendo a
diminuicdo dos niveis de auxinas, culminando para aumentos das concentracdes de
etileno, o qual ird desencadear o processo de senescéncia do 6rgao vegetal, findando
com a sua abscisado (HIMELBLAU; AMASINO, 2001; TAIZ et al., 2017; KUCKO et al.,
2019).

O aminoécido triptofano € o provavel precursor do AlA, sendo a rota do acido
indol-3-piruvico a via mais comum, tendo como substrato inicial o triptofano (Trp), o
qual através da Trp transaminase é convertido em acido indol-3-piravico (AIP) por uma
desanimacéo, seguido por uma descarboxilacdo pela enzima AIP descarboxilase,
formando o indol-3-acetaldeido (IAld), o qual sofre uma reacéo de oxidacdo mediada
pela IAld desidrogenase, dando origem ao AIA (TAIZ et al., 2017; CASANOVA-SAEZ;
VOR, 2019).

O transporte das auxinas ativas € lento, unidirecional (polar), movendo-se do
apice para a regido basal, com gasto de energia, sendo o floema sua principal rota de
transporte, independente da acdo da gravidade, ocorrendo principalmente de célula a
célula. O AIA pode entrar na célula passificamente na forma protonada (AIAH), ou na
sua forma anidnica AIA" no sentido apice-base. No citosol celular a forma anionica ira
predominar em detrimento do pH neutro do citosol. O AlA" sai da célula através de
proteinas transportadoras localizadas nas extremidades celulares, denominadas PIN
(BARBIER et al., 2017; TAIZ et al., 2017; BARBOSA et al., 2018).

3.6.2 Citocininas

Os cientistas visavam descobrir quais os fatores que promoviam a divisao
celular de células vegetais. Estudos comecaram a ser realizados com varios tipos de
tecidos vegetais, como os caulinares in vitro, utilizando como suplemento para o0 meio
de cultura o endosperma liquido de coco, sendo este capaz de causar a iniciagdo da
divisdo celular em células adultas de plantas, indicando a presenca de algum
composto com essa caracteristica, que em estudos posteriores foi identificada como
zeatina (CAPLIN; STEWARD, 1948; TAIZ et al., 2017).

Em estudos com fumo in vitro foi observado que a base nitrogenada adenina

possuia algum efeito sobre o processo de divisdo celular. Em seguida descobriu-se a
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cinetina (6-furfurilaminopurina), uma citocinina sintética, produzida através da quebra
de DNA de esperma de arenque (peixe), quando este foi submetido a autoclavagem,
culminando com o deslocamento do anel furfuril, derivado da desoxirribose, da
posicdo 9 para a 6 no anel de adenina (TAIZ et al., 2017).

Posteriormente, ao colocar extrato de endosperma de semente imatura de
milho (Zea mays) em meio de cultura com auxina, Letham (1963) observou que as
células eram induzidas a proliferar. A substancia responsavel foi isolada e
denominada trans-6-(4-hidroxi-3-metilbut-2-enilamino) purina, também chamada de
zeatina, podendo estar na sua forma cis ou trans (LACUESTA et al., 2018).

A citocinina € o hormdnio da divisdo celular, produzida principalmente em
apices radiculares e transportadas pelo xilema para a parte aérea, atuando no
desenvolvimento de brotacdes (GU et al., 2018), melhorando o desenvolvimento de
plantulas germinadas in vitro (SIMLAT et al., 2019), sinteticamente, contribui para
melhorias na produgéo, aumentando o tamanho final de frutas (KUMAR et al., 2014;
FERRER et al.,, 2017) e atua na regulacdo da senescéncia de flores (SHIMIZU-
YUMOTO; ICHIMURA, 2013).

3.6.3 Giberelinas

Plantadores de arroz no Japdo observaram um crescimento anormal em altura
(alongamento do entrend), com coloracdo palida e adoentada, o que promovia uma
diminuicdo da producgéo de sementes. Foi descoberto que este crescimento anormal
era causado pela toxina secretada pelo fungo Gibberella fujikuroi, a qual foi isolada e
e denominada de acido giberélico (KUROSAWA, 1926; DAVIES, 1995; YAMAGUCHI,
2008; TAIZ et al., 2017).

S&o encontradas principalmente em frutos em desenvolvimento e sementes
imaturas. Podem atuar no crescimento de raiz (TAN et al., 2019), quebra de dorméncia
em sementes, indugéo de hidrolases pela camada de aleurona no endosperma para
subsequente quebra de macromoléculas e nutricdo do embrido (MIRANSARI; SMITH,
2014), inducéo de floragao (PHARIS et al., 1987), estabelecimento e crescimento de
frutos (HOSEIN-BEIGI et al., 2019).
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3.6.4 Etileno

Tem como precursor a metionina e o seu intermediario é o éacido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico (ACC). Altas concentracbes de etileno sao
encontradas em folhas em processo de abscisdo foliar, senescéncia de flor,
amadurecimento de frutos e quando a planta € submetida a lesdes (BARRY;
GIOVANNONI, 2007).

A biossintese de etileno ocorre através da conversdo de metionina em S-
adenosilmetionina (SAM) e sua posterior conversdao em acido 1-aminociclopropano-1-
carboxilico (ACC) por meio da ACC sintase, e por fim € convertida em etileno por meio
da ACC oxidase (DUBOIS et al., 2018). A expressao do gene ARGOS em algumas
espécies permite que estas se tornem menos sensiveis a a¢ao do etileno, culminando
para 0 aumento da tolerancia ao estresse hidrico (SHI et al., 2015). O etileno esta
envolvido na regulacdo de genes fundamentais para a divisdo celular do procambio,
e sua interagcdo com estes genes contribui para a manutencdo do tecido vascular
(ETCHELLS et al., 2012).

Em algumas espécies, baixas concentracbes de etileno podem promover
crescimento rapido de folhas, e elevadas concentracdes acarretam em diminuicdo do
alongamento (FIORANI et al., 2002). Também esta envolvido no amadurecimento de
frutos, sendo encontrada uma maior quantidade de genes receptores de etileno em
frutos climatéricos, quando comparado aos ndo-climatéricos, o que demanda uma
maior concentracdo deste gas durante o processo de amadurecimento (CHEN et al.,
2018).

3.6.5 Acido abscisico

A biossintese do ABA pode ocorrer de forma direta, tendo como precursor o
farnesil pirofosfato, contudo, ela ocorre principalmente por via indireta, convertendo o
isopentenildifosfato (IPP) em trans-violaxantina (Cao) através da enzima catalizadora
zeaxantina epoxidase (ZEP). Esta dara origem a 9’cis-neoxantina, que por meio de
uma clivagem resultara no xantoxal, sendo este convertido em ABA (TAlZ et al., 2017).

O ABA atua impedindo casos de viviparidade, comum em plantas ABA-
deficientes, processo este que a semente germina ainda no tecido materno

(PENFIELD et al., 2017), reduz as lesbes promovidas por estresse salino (JAVID et
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al., 2011; POOR et al., 2019), atua no crescimento de pelos radiculares quando
associado ao o6xido nitrico (LOMBARDO; LAMATTINA, 2018), é precursor de
proteinas LEAs, as quais sdo mais abundantes no final da embriogénese e sao
constituidas por aminoacidos resistentes a temperaturas elevadas, estando
envolvidas na capacidade de tolerancia a dessecagcao do embrido ao promover uma
maior estabilidade nas membranas celulares (BHATTACHARYA et al., 2019).
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CAPITULO I: Lecythis pisonis Cambess. e Lecythis lanceolata Poir.: diversidade
genética de matrizes, biometria e composi¢do hormonal de sementes e fenotipagem

de mudas.

RESUMO

Dentre as Lecythidaceae, a Lecythis pisonis e a Lecythis lanceolata destacam-se pela
capacidade de producdo de sementes/castanhas. Entretanto, faz-se necessario mais
investigacbes sobre estas espécies, principalmente a L. lanceolada, em que este
trabalho € precursor. Objetivou-se estudar a diversidade molecular entre matrizes, as
caracteristicas biométricas e hormonais de sementes, seus efeitos sobre a
emergéncia e vigor de plantulas, bem como a fenotipagem de mudas de L. pisonis e
L. lanceolata. As espécies foram analisadas separadamente, sendo os tratamentos
constituidos de seis matrizes. Foi feita a caracterizagdo biométrica, emergéncia, vigor
e andlise hormonal de sementes, e fenotipagem de mudas para as duas espécies.
Realizadas a correlacdo de Pearson, a diversidade fenotipica e a diversidade
molecular. Para a espécie L. pisonis as matrizes Lpl e Lp2 alcancaram as maiores
porcentagens de emergéncia e producdo anual de frutos e a Lp2 alcangou a maior
massa de endosperma. O metil jasmonato (MeJA) foi correlacionado negativamente
com o crescimento de mudas e acumulo de massa seca e, também houve uma acéo
antagonica entre a ZT do endosperma com o ABA do tegumento para L. lanceolata.
O tegumento das sementes de ambas as espécies possui altas concentracdes de
ABA. Ha alta variabilidade genética entre as espécies estudadas, e baixa variabilidade
genética dentro da espécie. As arvores de L. lanceolata possuem um porte menos

elevado, facilitando a colheita de frutos.

Palavras-chave: Sapucaia, sapucaia-mirim, biometria em sementes, emergéncia de
plantulas, hormonios enddgenos.
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ABSTRACT

Among Lecythidaceae, L. pisonis and L. lanceolata stand out for their seed/chestnut
production capacity. However, further research on these species is necessary,
especially L. lanceolada, in which this work is a precursor. The objective was to study
the molecular diversity between matrices, the biometric and hormonal characteristics
of seeds, their effects on seedling emergence and vigor, as well as the phenotyping of
L. pisonis and L. lanceolata seedlings. The species were analyzed separately, and the
treatments consisted of six matrices. Biometric characterization, emergence, vigor and
hormonal analysis of seeds were made, and seedling phenotyping for both species.
Pearson's correlation, phenotypic diversity and molecular diversity were performed.
For the species L. pisonis the matrices Lpl and Lp2 reached the highest percentages
of emergence and annual fruit production and Lp2 reached the highest mass of
endosperm. Methyl jasmonate (MeJA) was negatively correlated with seedling growth
and dry matter accumulation, and there was also an antagonistic action between the
endosperm ZT and the tegument ABA for L. lanceolata. The seed coat of both species
has high concentrations of ABA. There is high genetic variability between the species
studied, and low genetic variability within the species. L. lanceolata trees have a lower

height, facilitating fruit harvesting.

Keywords: Sapucaia, sapucaia-mirim, seed biometrics, seedling emergence,

endogenous hormones.
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1. INTRODUCAO

A comercializacdo de recursos florestais ndo madeireiros por meio do
extrativismo sustentavel é uma importante ferramenta de conservacdo de
remanescentes florestais e geragcao de renda para pequenos agricultores (OLIVEIRA
et al., 2012). A flora brasileira é rica em espécies nativas com potencial produtivo de
alimentos funcionais, que carecem de estudos mais aprofundados, visando a insercéo
de novos produtos no mercado. Dentre estas espécies, as castanheiras, Lecythis
pisonis Cambess. e Lecythis lanceolata Poir. (Lecythidaceae), apresentam
capacidade produtiva de sementes/castanhas, em que ja foi identificado para a L.
pisonis matrizes ricas em lipidios, nutrientes essenciais, compostos antioxidantes,
fendis e acidos graxos insaturados (DEMOLINER et al., 2018a, b; TEIXEIRA et al.,
2018). Entretanto, para a espécie L. lanceolata estudos desta natureza necessitam
ser iniciados.

Muitas espécies da familia Lecythidaceae encontram-se em remanescentes da
Floresta Atlantica e da Floresta Amazbnica, juntamente com outras espécies ou
isoladamente distribuidas numa regido com amplas variacdes de clima, solo e com
poucos estudos (MORI et al., 2017). Portanto, faz-se necessario ampliar as
investigagBes em diversas areas do conhecimento para identificar matrizes potenciais
em producdo e com castanhas ricas em nutrientes.

Os estudos fenotipicos e genotipicos dentro destas espécies contribuem para
a selecdo eficiénte de matrizes com caracteristicas morfofisioldgicas superiores,
visando a conservacgao de materiais genéticos em bancos de germoplasma para futura
utilizacdo em programas de melhoramento genético, restauracao florestal ou plantios
comerciais (POGGETTI et al., 2017). Castanheiras, a exemplo da L. pisonis, podem
apresentar enormes variagoes fenotipicas em relacédo ao tamanho de sementes, frutos
e quantidade de sementes por fruto, levando-os a separacdo em grupos distintos
(ROSA et al., 2019). Esta diversidade fenotipica deve estar aliada a diversidade
genotipica, a qual utiliza-se de marcadores moleculares para identificar a variabilidade
genética de individuos dentro e entre espécies (PORTH; EL-KASSABY, 2014).

Outro fator importante € compreender a fisiologia destas espécies, a iniciar pela
fase juvenil, de modo a estudar a germinacao das sementes e o crescimento inicial
das plantulas. Em todas as etapas do crescimento das plantas, os hormonios e seus

precursores estdo presentes em praticamente todos os processos fisioldgicos,
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atuando na divisao celular, dorméncia, germinagdo de sementes, crescimento de
parte aérea, raiz, florescimento, senescéncia e abscisdo de folhas, flores e frutos
(MIRANSARI et al., 2014; PENFIELD, 2017).

Objetivou-se estudar as caracteristicas biométricas e hormonais de sementes,
seus efeitos sobre a emergéncia e vigor de plantulas, bem como a fenotipagem de

mudas e a diversidade molecular entre matrizes de L. pisonis e L. lanceolata.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Georreferenciamento de matrizes

Foram utilizadas sementes de seis matrizes de L. pisonis (Lp) e seis de L.
lanceolata (LI), localizadas nos municipios de Laranja da Terra (matrizes: Lpl e Lp2),
Cachoeiro do Itapemirim (matrizes: Lp3; Lp4 e Lp5), Alegre (matriz: Lp6) e Mimoso do
Sul (matrizes: LI1; LI2; LI3; LI4; LI5 e LI6), Espirito Santo, Brasil (Figura 1).

Para aspectos didaticos foi feito um esquema evidenciando as caracteristicas
morfologicas de arvores de L. lanceolata (LI, a) e L. pisonis (Lp, b), semente (c), mudas
aos 45 (d, e), 60 (f, g) e 160 DAS (h, i), padrbes de bandas de DNA de ambas as
espécies evidenciadas em gel de agarose (j), frutos do tipo pixidio (k, 1), flor isolada
de LI (m) e Lp (n), férmulas estruturais do &acido indol-3-acético (AIA), zeatina (ZT),
acido abscisico (ABA), acido jasmonico (JA), metil jasmonato (MeJA), &cido salicilico
(SA) e o precursor do etileno &cido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC)
presentes em tegumentos e endospermas de sementes (0), georreferenciamento das
matrizes para as duas espécies (p) e os dados pluviométricos para as regides de
Alegre, Laranja da terra, Cachoeiro de Itapemirim e Mimoso do Sul, Espirito Santo,
Brasil (q) (Figura 1).
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Figura 1. Caracterizagdo morfologica, georreferenciamento e precipitacdo nas

localidades de matrizes de L. pisonis e L. lanceolata.

Lp: florescimento (out/17) e colheita (ago/18)
Lk nento (out/17) e (out/18)

iro do Itapemirim (Lp)
=Mimoso do Sul (LI)

Fonte: a autora.

2.2 Biometria de sementes

Andlises biométricas foram realizadas em 100 sementes de diferentes matrizes
de L. pisonis e L. lanceolata, dispostas em um delineamento inteiramente casualizado
(DIC), com quatro repeticdes de 25 sementes cada. Com o auxilio de um paquimetro
digital, precisdo de 0,01 mm, mensurou-se o comprimento (CS), a maior (MALS) e
menor (MELS) largura das sementes. Determinou-se a massa de cada semente (MS)
em balanca de precisdo de 0,01 g e o volume (VS) por meio de imersdo em agua,
levando-se em consideracéo o principio de Arquimedes (densidader.o =1 g cm3), e
a densidade da semente (DS) em g cm pela equacéo D = MS/VS.

Foram determinadas a massa do endosperma (ME) e a massa do tegumento
(MT) com o auxilio de uma balanca de precisédo 0,0001 e foi medida a espessura do
tegumento na regido do hilo (ETH) e a espessura do tegumento na regido da parte
aérea (ETPA) com paquimetro digital (0,01 mm).
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2.3 Analise de horménios e do precursor ACC em sementes

A extracao hormonal foi realizada segundo Forcat et al. (2008) em tegumento
e endosperma de sementes de L. pisonis e L. lanceolata, e para cada material utilizado
constou de um DIC, com quatro repeticdes de 0,110 g cada, para a avaliacdo dos
picos do &acido indol-3-acético (AlA), zeatina (ZT), acido abscisico (ABA), acido
jasménico (JA), metil jasmonato (MeJA), acido salicilico (SA) e o precursor do etileno
acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC).

As amostras foram maceradas separadamente em cadinho juntamente com o
extrator metanol:isopropanol:acido acético (20:79:1), mantidos em microtubos com
volume de 1,5 mL, mantendo-os em gelo (passo 1). Posteriormente foram adicionados
400 uL da solucdo de extracdo em cada microtubo, agitando em vortex por 20
segundos, repetindo-se quatro vezes para cada amostra e sonicando por 10 minutos
(passo 2). As amostras permaneceram em repouso durante 30 minutos em gelo, em
seguida foram sonicadas por 10 minutos e centrifugadas a 13.000 rpm por 10 minutos
a 4 °C, sendo o sobrenadante pipetado para microtubos de 2,0 mL (passo 3).

Em seguida foram repetidos os passos 2 e 3, pipetando-se novamente 0
sobrenadante para os microtubos. As amostras foram filtradas em filtros de seringa
PVDF 13 mm e 0,22 um, visando a remoc¢ao de qualquer particula em suspenséo.
Para a realizagdo da leitura dos hormonios, as amostras foram injetadas no
equipamento UHPLC-triploquadrupolo (QQQ), através de um vial contendo 300 uL da
solucdo extraida. Os resultados foram analisados no Software Skyline para a
obtencdo das areas de cada pico e as massas foram calculadas em ng g.

2.4 Emergéncia, vigor e fenotipagem de mudas

As sementes de L. pisonis e L. lanceolata foram dispostas em delineamento
experimental em blocos casualizados, com quatro repeticbes de 25 sementes cada,
semeadas em tubetes de polipropileno com capacidade de 280 cm de substrato
Vivato®, mantidos em casa de vegetagdo coberta com tela de poliolefina ou polietileno
de baixa densidade (PEBD), com 50% de sombreamento, no Viveiro Florestal da
UFES, em Jerbnimo Monteiro-ES.

Foram analisadas: emergéncia (E, %), com contagens diarias (BRASIL, 2009);
indice de velocidade de emergéncia (IVE) (MAGUIRE, 1962) e tempo médio de
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emergéncia (TME, dias) (LABOURIAU, 1983). Ap6s 160 dias, as mudas de cada
matriz de ambas as espécies foram separadas em um DBC, constando de quatro
repeticobes de 12 mudas para a realizacdo da fenotipagem. Avaliaram-se o0
comprimento da parte aérea (CPA, cm), comprimento da raiz principal (CRAP, cm),
didmetro do coleto (DC, mm), niumero de raizes laterais (NRL), didametro da raiz
principal (DRP, mm), didmetro das raizes laterais (DRL, mm), volume de raizes (VR,
cm3), densidade das raizes (DR, g cm3), nimero de folhas (NF), nimero de brotos
(NB), comprimento foliar (CF, cm), largura foliar (LF, cm), espessura foliar (EF, mm),
namero de hastes (NH), massa seca da parte aérea (MSPA, g), massa seca da raiz
(MSRA, g), massa seca total (MST, @), indice de qualidade de Dickson (IQD),
parametros de colorimetria (L*, a*, b*, C* e H°) por meio de calorimetro digital, indice
SPAD, relacdes CPA/CRAP, CPA/NF, CPA/NRL, CPA/DC, MSPA/MSRA, NRL/CRAP
e NH/CRAP.

2.5 Diversidade genética por meio de marcadores ISSR
2.5.1 Extracdo do DNA gendmico

O DNA foi extraido de folhas das diferentes matrizes de L. pisonis e L.
lanceolata, sendo estas maceradas em nitrogénio liquido seguindo a metodologia de
Doyle e Doyle (1990). Inicialmente cerca de 50 mg de tecido vegetal macerado foi
transferido para microtubos de 2 mL, seguido pela adicdo de 700 puL de solucéo
tampdao de extracdo Tris-HCI pH 7,5 na concentracdo de 200 mM, NaCl a 288 mM,
EDTA (brometo de cetiltrimetilamonio) a 25 mM, SDS (dodecilsulfato de sodio) a 0,5%,
betamercatoetanol 0,2% e PVP (polivinilpirrolidona) 1%.

Em seguida as amostras foram levadas para banho seco durante 30 minutos
por 65 °C, homogeneizando a cada 10 min. Foi entdo adicionado 650 pL de Cia
(cloroférmio:alcool isoamilico) 24:1 (v/iv) e homogeneizando durante 5 min, e
centrifugando a 12000 rpm durante 10 minutos. O sobrenadante foi transferido para
microtubos, adicionando 650 pL de Cia e as amostras centrifugadas a 12000 rpm por
10 minutos. O processo de transferéncia do sobrenadante e a adicdo de Cia +
centrifugacéo foi repetido por duas vezes.

O DNA foi entéo precipitado com isopropanol gelado + 230 pL de acetato de

amonio, levando a centrifuga a 12000 rpm durante 10 minutos. O precipitado de DNA
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foi lavado com 250 pL de alcool 70°, centrifugando a 12000 rpm durante 3 minutos,
repetindo este processo por duas vezes. Em seguida as amostras secaram em banho
seco, e foram ressuspendidas em 40 uL de TE com RNase (40 pug mL) e deixando em
banho seco a 37 °C por 30 minutos.

Utilizou-se o equipamento Nanodrop 2000 Spectrophotometer (Thermo
Scientific) para analisar a qualidade e a quantidade de DNA. J& a integridade do DNA
foi analisada através do fotodocumentador Biorad Gel Doc™ XR, com gel de agarose
al,2%.

2.5.2. Reagao de amplificacdo do DNA e eletroforese

ApoGs a extracdo do DNA gendmico, utilizaram-se 11 primers ISSR (Inter Simple
Sequence Repeats) com suas respectivas temperaturas de anelamento para a analise
da variabilidade genética das duas espécies estudadas, sendo eles UBC 826 (56 °C),
UBC 841 (50 °C), UBC 852 (50 °C), UBC 853 (50 °C), UBC 868 (50 °C), UBC 873 (50
°C), UBC 880 (50 °C), UBC 812 (50°C), UBC 818 (50°C), UBC 808 (56 °C) e UBC 811
(58 ou 56 °C).

As condi¢cOes de amplificacdo foram: tampéao 1x; taqg DNA polimerase 1U em
0,2 uL; primer 0,8 yM, dNTPs 0,8 mM (dATP, dCTP, dGTP e dTTP); 2 mM de MgClz;
DNA gendmico 7 ng yL* e 7,8 pyL de H20 para um volume final de 15 uL. Para a
amplificacdo em um termociclador Veriti 96 Well Thermal Cycler (Applied
Biosystems®), a seguinte programacéo foi utilizada: quatro minutos de desnaturacdo
a 94 °C, seguidos de 40 ciclos de 60 segundos a 94 °C de desnaturacéo, 1 minuto a
T °C anelamento especifica de cada primer e 1 minuto a 72 °C para a extensdo e 5
minutos a 72 °C de extensao final.

Os produtos da amplificacdo foram separados em gel de agarose a 1,2%
submetido a 80 volts durante 2 horas e os padrbes de bandas foram corados pelo
corante GelRed®. Foi utilizado o fotodocumentador Biorad Gel Doc™ XR para

fotodocumentacao do gel.

2.6 Analise estatistica

Foram feitas as seguintes analises estatistica: analise de variancia e teste de

Tukey (p>0,05), para os experimentos em DIC e DBC; distancia de similaridade de
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Mahalanobis (D?), para as caracteristicas de mudas, sementes e hormonios,
separadamente; e indice de Jaccard por meio de ligacao entre grupos (UPGMA), para
as estimativas de similaridade genética da analise molecular. Foi feita a diversidade
genética utilizando-se as caracteristicas fenotipicas e hormonais e a correlacéo das
caracteristicas, por meio do método UPGMA (R DEVELOPMENT CORE TEAM,
2019).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Em L. pisonis, a altura das matrizes variou de 13,68 a 36,68 m, havendo
destaque na producao de frutos para Lpl (300 frutos) e Lp2 (200 frutos) (safra de
2018), com grande diferenca quando comparada a Lp3, Lp4, Lp5 e Lp6, com a
producdo variando de 23 a 51 frutos. Nota-se também que as matrizes Lpl e Lp2
possuem maior DAP e circunferéncia de copa (CC), sendo 91,99 cme 62,83 m (Lpl)
e 70,35 cme 56,55 m (Lp2), respectivamente (Tabela 1).

Em L. lanceolata a altura das matrizes variou de 8 a 14 metros e a LI6 foi a que
produziu o maior numero de frutos (126) e obteve maior DAP (56,50 cm) e CC (43,35
m). As demais eram dotadas de menor CC, variando de 20,58 a 28,12 m, tendo em
média 53,66 frutos por arvore (Tabela 1). O porte menos elevado desta espécie
facilitou a colheita de frutos e sementes, principalmente quando comparado ao da L.
pisonis. Essa caracteristica é visada por alguns produtores, principalmente os de
pomares de arvores frutiferas, pois promove facilidades na colheita e tratos culturais
(TETSUMURA et al., 2015).

A producéo de frutos pode sofrer variagbes em funcdo da época do ano,
localizagdo na copa e microclima das regides (luminosidade, temperatura e
pluviosidade) (ZHANG et al.,, 2019). Em alguns estudos foi observado que a
arquitetura da copa pode influenciar na tonalidade de frutos, composi¢cao nutricional,
antioxidante, penetracdo de Iluminosidade para as regides mais internas,
concentracbes de amido, 0s quais normalmente se acumulam em maiores
concentracdes nas regides superiores da copa, decrescendo nas areas medianas até
as mais inferiores (EDWARDS et al., 2010; GULLO et al., 2014).

As duas espécies estudadas possuem sistema reprodutivo alogamo (MORI;

PRANCE, 1990), ou seja, realizam polinizagcdo cruzada e as sementes formadas
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possuem variabilidade genética entre si. Em estudos com macadamia, a polinizagédo
cruzada contribuiu para aumentos significativos na produgcdo anual em termos de
guantidade e qualidade (massa do endosperma), sendo observado também, que a
origem do grdo de polen possui forte influéncia genética sobre as caracteristicas
morfolégicas de frutos e sementes, refletindo em ganhos na colheita se houver a
selecdo de materiais genéticos superiores (HERBERT et al., 2019).

Tabela 1. Caracterizacdo de matrizes (M) das espécies (ESP) L. pisonis (Lp) e L.
lanceolata (LI) avaliando o diametro a altura do peito (DAP, cm), didametro de copa da
matriz (maior e menor, m), circunferéncia de copa (CC, m), altura da arvore matriz (H,

m e numero de frutos na arvore matriz (NFM) na safra de 2018.

Crescimento de plantas matrizes

@ COPA

ESP M DAP MAIOR MENOR CcC H NFM
Lpl 91,99 19,00 21,00 62,83 32,50 300

2 Lp2 70,35 19,00 17,00 56,55 23,00 200
S Lp3 33,00 12,00 8,30 31,89 18,68 51
a Lp4d 51,00 19,00 12,80 49,95 36,68 23
- Lp5 27,00 10,50 7,20 27,80 13,68 29
Lp6 91,80 17,00 15,00 50,26 18,00 25

g L1 28,80 8,50 8,30 26,39 10,00 25
© LI2 19,60 6,60 6,50 20,58 10,00 48
o L3 21,25 9,00 8,90 28,12 10,50 48
§ L4 20,50 8,80 7,10 24,97 10,50 55
- LI5S 20,00 7,80 7,20 23,56 8,00 20
- Le 56,50 14,30 13,30 43,35 14,00 126

Fonte: a autora.

A matriz Lp2 da espécie L. pisonis obteve a maior MS (7,70 g), VS (7,90 cm™)
e ME (4,62 g), sendo que a variavel ME n&o diferiu para as matrizes Lp3 e Lp5. Para
a espécie L. lanceolata, a LI3 obteve a maior MS (9,16 g) e ME (4,5 g) (Tabela 2). Em
estudos com L. pisonis, o acesso CPAMN 013 se destacou por apresentar
caracteristicas de interesse comercial, como o0 maior peso médio (3,18 g), total (102,52
g) e de producéo (32,24 castanhas por fruto), sendo estes fatores importantes para a
industria alimenticia (SOUZA et al., 2008).
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Tabela 2. Analises de biometria e vigor em sementes de diferentes matrizes (M) para
as espécies (ESP) L. pisonis (Lp) e L. lanceolata (LI) avaliando-se o comprimento da
semente (CS, mm), menor largura da semente (MELS, mm), maior largura da semente
(MALS, mm), massa da semente (MS, g), volume da semente (VS, cm-3), densidade
da semente (DS, g cm?®), espessura do tegumento na regido de parte aérea (ETPA,
mm), espessura do tegumento na regido do hilo (ETH, mm), emergéncia (E, %), indice
de velocidade de emergéncia (IVE), tempo médio de emergéncia (TME, dias), massa

do endosperma (ME, g) e massa do tegumento (MT, g).

ESP M CS MELS MALS MS VS DS ETPA

Lpl 36,67d® 17,92bc 21,97ab 5,87c  6,08c  0,97ab 1,95ab

» Lp2 3866c 1867ab 22,72a  7,70a 7,90a 0,98ab 1,80b
§ Lp3 43,98a 17,83c 21,22b  6,86b  7,22b  0,95ab 1,77b
2 Lp4 31,37e 1524d 19,87c  4,03d 4,13d 1,13a  2,15ab
- Lp5 42,11b  1899a 22,50a  547c  6,58bc 0,83b  2,60a
Lp6 36,52d 17,32c  21,04b  596c  6,02c  0,99ab 2,00ab
s L1 3588 1822b 22,99ab 605c 657c  092ab 2,59ab
® LI2 42,75b 21,23a 2355ab 7,66b 9,95a  0,77c  2,39abc
§ LI3 4332b 20,98a 2265b  9,16a 9,47ab 0,92ab 2,29bc
c LM 3357d 1584c 19,11c  461d 486d 095a  2,06C
~, L5 3575¢  16,93bc 19,16c  4,65d 495d 094a  212c
LI6 4554a 20,90a 2452a 7,51b 846b 0,89b 2,72a
ESP M ETH E IVE TME ME MT -
Lpl 2,25" 93,00a 0,45a 53,75ab 3,58cd 2,06¢ -
o Lp2 2,28 88,00ab 0,38b 62,25a 4,62a  2,90ab -
§ Lp3 2,24 3,00e  0,0le 2850b  4,17abc 2,42bc -
S Lpd 248 62,67c  0,30c  54,67ab 3,20d  2,29c -
- Lp5 2,68 46,67d  0,21d 59,00ab 4,34ab 3,29a -
Lp6 2,60 81,33b  0,44a 48,65ab 3,69bcd 2,51bc -
o L1 322ab 8000a 034b 6380bc 3,32b  3,08bc -
% L2 287bc 77,33a  0,3lbc 68,06b  3,69b  3,04c -
Q LI3 264c 60,000 0,23c 7167ab 45la  3,64ab -
§ Li4 251c 87,00a  0,39ab 6059bc 2,13c  1,96d -
— L5 249c 87,00a 044a 5158 2,65c  1,90d -

LI6  3,29a 76,00a 0,22c  82,86a 3,32b 4,06a -

(MMédias seguidas pela mesma letra, na coluna, nédo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05) para
L. pisonis (Lp) e L. lanceolata (LI) separadamente.

Fonte: a autora.
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As matrizes de L. pisonis estudadas (Tabela 2) apresentaram grande diferenca
na emergéncia e vigor de suas plantulas, variando de 3 a 93% (diferenca de 90%),
velocidades de emergéncia de 0,01 a 0,45 em um periodo de 28 a 62 dias (diferenca
de 34 dias). Nesta espécie, a matriz Lpl apresentou a maior porcentagem (93%) e
velocidade de emergéncia de plantulas em 53 dias, contudo, esta nao diferiu da Lp2,
que apresentou 88%, entretanto, com menor IVE, o que contribuiu para aumentar o
TME para 68 dias (diferenca de 15 dias). Uma das explicacGes da elevada emergéncia
em Lpl é a maior massa do tegumento, que pode estar relacionada com a menor
deposicao de lignina nas paredes celulares secundarias, no estadio em que as células
se diferenciam terminalmente e isto interfere positivamente, facilitando a degradacéo
deste revestimento protetor e, consequentemente, a entrada de agua nas sementes.
As matrizes de L. lanceolata (Tabela 2) LI1 (80%), LI2 (77%), LI4 (87%), LIS (87%) e
LI6 (76%) ndo apresentaram diferenca estatistica entre si na emergéncia de plantulas,
com média de 81,4%.

Para ambas as espécies foram encontrados individuos com dificuldades na
emergéncia e vigor de suas plantulas (ex.: Lp3 = 3% e LI3 = 60%) (Tabela 2), podendo
ser decorrente de efeitos genéticos instalados na maturacédo da semente, a exemplo
da dorméncia fisiolégica, que € controlada por fatores enddgenos, tais como
imaturidade do embrido (OLVERA-CARRILLO et al., 2009), balangco hormonal (KANG
et al.,, 2015; PENFIELD, 2017) ou, pela dorméncia fisica, na qual as sementes
apresentam resisténcia a absorcédo de agua devido a espessura e dureza tegumentar,
decorrente da deposi¢do de compostos como lignina, o que dificulta a sua degradacao
por fungos e a protrusdo da raiz primaria (DAYRELL et al., 2016), sabendo-se que
tegumentos de sementes de L. pisonis podem chegar a ter mais de 60% de lignina em
sua constituicdo (ROSA, 2018). Em estudos com L. pisonis, Rosa (2018) também
encontraram uma baixa taxa de germinacao (0 a 63%) e emergéncia de plantulas (0
a 50%), sugerindo que existe uma variedade enorme quanto a resposta de
germinacao e vigor dentro dos individuos de uma mesma espécie, ja que resultados
superiores foram encontrados no presente estudo.

Na natureza, a dorméncia se tornou um mecanismo de defesa das sementes
contra predadores e protecao do material genético da espécie em caso de catastrofes
ambientais, contudo, comercialmente se torna prejudicial por aumentar os gastos na

producdo de mudas em decorréncia da emergéncia lenta e desuniforme ao longo do



51

tempo (XIAO et al., 2008; ZHANG; ZHANG, 2008; ZHANG et al., 2016; KONAN et al.,
2018). Outros fatores que podem influenciar essa germinacdo € a presenca de
sementes vazias (auséncia de embrido e endosperma), rachadura nos cotilédones ou
dessecacao do endosperma, aumentando 0s espacos vazios no interior da semente
(AHMED et al., 2018).

Os hormdnios atuam em todos o0s processos de crescimento e desenvolvimento
das plantas, desde a ontogenia, embriogénese, germinacdo, crescimento de
estruturas vegetativas e reprodutivas (MIRANSARI; SMITH, 2014; PENFIELD, 2017).
Em L. pisonis os maiores valores de AlA foram encontrados no endosperma da Lp4
(1611,40 ng g?') e tegumento das sementes da Lp5 (453,33 ng g?); e para L.
lanceolata, no endosperma da LI6 (1208,56 ng g!) e tegumento da LI2 (664,29 ng g
1) (Figura 2a, i respectivamente). Os maiores valores de ZT foram encontrados em L.
pisonis no endosperma da Lp3 (646,04 ng g1) e tegumento da Lp5 (539,65 ng g1); e
em L. lanceolata, no endosperma da LI2 (1171,83 ng g!) e tegumento da LI1 e LI4,
que néo diferiram estatisticamente, apresentando uma média de 397,83 ng g (Figura
2b, j). A relacdo AIA/ZT em sementes de L. pisonis apresentou maiores valores no
endosperma (4,17) e tegumento (0,84) da Lp5, enquanto na L. lanceolata foi no
tegumento (3,84) da LI2 e endosperma da LI6 (3,30) (Figura 2c, k).

Figura 2. Concentracdo enddgena dos horménios AlA, ZT, AIA/ZT, ABA, JA, SA,
MeJA e o precursor do etileno ACC presentes em tegumento (barra vermelha) e
endosperma (barra verde) de sementes de matrizes de L. pisonis (a-h) e L. lanceolata

(i-p).
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(MMédias seguidas pela mesma letra, mailscula para endosperma e mindsculo para tegumento, ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05) para L. pisonis (Lp) e L. lanceolata (LI), separadamente.

Fonte: a autora

Os niveis de ABA foram encontrados em maiores concentracdes para L. pisonis
no tegumento da Lp6 (13773,91 ng g!) e no endosperma da Lp4 (4328,21 ng g?) e
para L. lanceolata no tegumento da Ll4 (15789,47 ng g*) e no endosperma da LI1
(3414,25 ng g) (Figura 2d, ). Durante a formacédo das sementes, o embrido passa
por sucessivos estadios de desenvolvimento e alterac6es hormonais, como observado
em frutos jovens de Fagopyrum tataricum, os quais possuem sementes com formacao
de embrido globular, atingindo a fase cordiforme no fruto verde e a medida que este
comeca a passar por processos de descoloracdo da pericarpo forma-se o embrido
torpedo, até chegar no ponto de maturidade fisiolégica das sementes no fruto maduro,
dando origem ao embrido cotiledonar (LIU et al., 2018). Segundo estes autores,
durante esses periodos as concentracdes de AIA, ZT e ABA atingiram valores de
aproximadamente 21000, 9080 e 15000 ng g no fruto jovem, e no ponto de
maturidade fisiologicas (MF) passaram a 6050 (reducédo de 3,47X), 980 (reducao de
9,26X) e 124930 ng g*' (aumento de 83,28X), respectivamente, sendo o ABA
associado a maturagdo, ou seja, a mudanca de fase do embrido e dorméncia das
sementes (LIU et al., 2018).

Para a espécie Caryocar brasiliense, o aumento do ABA extra-embrionario
(endosperma) foi relacionado a capacidade do embrido em tolerar a desidratacao e
ao inicio da mobilizacdo e deposicao de reservas. As concentracdes elevadas de ABA
foram encontradas no polo radicular e plumula, apds 90 dias da antese (DAA), que

variaram de 6000 a 14000 ng g, respectivamente, sendo que a expressdo do gene
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ABA1 iniciou aos 40 DAA, com elevado aumento no final da maturagéo da semente,
aos 90 DAA (RODRIGUES et al., 2019). Sendo o ABA1 responsavel por codificar a
enzima zeaxantina epoxidase e, também pode estar envolvido na regulacdo de ABA
durante o desenvolvimento das sementes (SEO; KOSHIBA, 2002).

O ABA é de grande importancia em muitos processos fisiologicos, atuando na
dorméncia de sementes e gemas, diferenciagdo do sexo em botdes florais,
senescéncia, fluxo do floema para o dreno, precursor de proteinas LEAs na fase final
da embriogénese, sendo estas fundamentais na aquisi¢ao de tolerancia a dessecacao
do embrido, e possui alta expressao em periodos desfavoraveis, principalmente em
épocas com déficit hidrico no solo, regulando os processos de abertura e fechamento
dos estbmatos (LOPEZ et al., 1989; BEWLEY et al. 2013; SUN et al., 2017; ASAMI;
NAKAGAWA, 2018; BHATTACHARYA et al., 2019).

O tegumento de sementes de L. pisonis e L. lanceolata evidenciou ser um
reservatério de ABA, com concentracdes superiores quando comparado ao
endosperma. Esta caracteristica ndo prejudicou a emergéncia de mudas para a
maioria das matrizes estudadas de L. pisonis (Lpl, Lp2 e Lp6) e L. lanceolata (LI1,
LI2, LI4, LI5 e LI6), que alcancaram valores = 70%, contudo, pode ser associado a
emergéncia desuniforme, em um longo TME, caracterizando uma possivel dorméncia
fisiolégica nas sementes. Entretanto, a genética das matrizes Lp6 e Lp4 e LI4 e LI1,
por apresentarem os maiores valores de ABA, podem propiciar a manutencdo da
viabilidade de suas sementes durante um maior periodo de armazenamento.

Em sementes de trigo a quebra da dorméncia fisiol6gica pode estar associada
a perda da sensibilidade pelos hormdnios ABA e AIA durante a germinagéo, no qual
0 ABA atuaria reprimindo a transcricdo de genes envolvidos nos processos de
germinacdo e induzindo a produgcdo de genes responsaveis pelo catabolismo de
giberelina, podendo diminuir a sintese de a-amilases e outras hidrolases responsaveis
pela quebra de macromoléculas (amido), que irdo ser utilizadas na nutricdo do eixo-
embrionario (LIU et al., 2013). No milho, o ABA atua sob o ciclo celular, influenciando
negativamente nas mudancas de fases das células e na presenca de citocinina, a
mudanca de fase é estimulada (SANCHEZ et al., 2005). A germinacéo de sementes
carece da associacao, regulacéo e relacdes de taxas de diferentes compostos, como
observado em estudos com Gnetum parvifolium, que elevou os niveis de ABA,

malonodialdeido e da superéxido dismutase (SOD) no estadio de dorméncia de suas
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sementes, 0s quais decresceram durante o processo germinativo (CHANG et al.,
2018).

O contetdo de JA em sementes de L. pisonis foi superior no tegumento da Lp4
(504,50 ng g') e no endosperma da Lpl e Lp5, as quais ndo diferiram
estatisticamente, apresentando média de 176,07 ng g'1. Em sementes de L. lanceolata
maiores conteudos foram observados no endosperma e tegumento da LI2,
apresentando 247,62 e 264,43 ng g, respectivamente (Figura 2e, m). As maiores
concentracbes de MeJA foram encontradas para L. pisonis, no tegumento (5686,49
ng g?1) e endosperma (1340,61 ng g*') da Lpl, enquanto na L. lanceolata foi no
tegumento da LI5 (1665,50 ng g) e no endosperma néo houve diferenca estatistica
entre as matrizes (a excecdo da LI3), com média de 1166,22 ng g (Figura 2h, p). Foi
observado no presente estudo que sementes de L. pisonis possuem maiores
concentracdes de JA e MeJA no tegumento das sementes, ndo sendo visivel essa
diferenca para a espécie L. lanceolata.

O JA esta envolvido na defesa de plantas contra-ataques de patdgenos e
insetos (FARHANGI-ABRIZ et al., 2019), podendo atuar também na expressao de
genes (ERF109 e ASAl), que induzem a sintese de auxina em tecidos lesionados
(ZHANG et al., 2019). Durante as fases de embebicdo e ativagdo metabdlica de
sementes de arroz, observou-se que o AIA e JA tiveram suas concentracoes
aumentadas no embrido e no tecido de reserva, enquanto os conteidos de ABA
decresceram. No entanto, na fase de protrusédo da raiz primaria houve diminuicdo nos
teores de AIA e aumento no JA no tecido de reserva (XIAO et al., 2018).

O MeJA tem origem no JA, que também atua como sinalizador de defesa em
plantas lesionadas, sendo sua sintese catalisada pela enzima acido jasmoénico
carboxilo metiltransferase (JMT), contudo, a sintese da JMT pode ser inibida pela acdo
do etileno (SEO et al., 2001). No presente estudo a Lp5 e Lp6 de L. pisonis apresentou
as maiores concentracdes do precursor de etileno (ACC) no endosperma das
sementes, 0s quais também apresentaram os menores teores de MeJA. Contudo,
para a L. lanceolata, o ACC do endosperma nao influenciou negativamente as
concentracdes de MeJA no endosperma nas sementes.

A aplicacdo de MeJA em plantas de Arabidopsis resultou na inibicdo de
brotacGes em plantas selvagens e mutante fad7-2, nao tendo efeitos sob o fad3-2. O
MeJA também prejudicou a permeabilidade seletiva de membranas em células
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corticais de raizes em plantas do tipo selvagem no periodo de 1 h, néo influenciando
nas plantas mutantes. Estes efeitos podem estar associados a desfosforilacdo de
proteinas integrais (aquaporinas), prejudicando o fluxo de agua (LEE; ZWIAZEK,
2019).

As maiores concentracbes de SA em L. pisonis foram encontradas no
tegumento da Lp5 (47156,36 ng g') e no endosperma da Lp6 (32672,36 ng g,
enquanto em sementes de L. lanceolata, as maiores concentragbes foram
encontradas no endosperma e tegumento da LI1, apresentando 17495,24 e 29978,35
ng g?, respectivamente (Figura 2f, n). O SA também é um hormdnio vegetal
sinalizador de defesa para plantas, podendo induzir a sintese de compostos
antioxidantes em periodos de estresse. Em plantas de arroz infectadas pela bactéria
Xanthomonas oryzae pv. oryzae o SA contribuiu para a liberagdo de compostos
antioxidantes e um bom funcionamento do fotossistema I, ndo havendo perdas na
produtividade (SHASMITA et al.,, 2019). O SA pode atuar também melhorando o
estresse oxidativo, fotossintese, crescimento e reacdes bioquimicas em plantas
estressadas com o metal téxico niquel (Ni) (ZAID et al., 2019). Em estudos com
Brassica napus, a aplicacdo de SA contribuiu para menores perdas de massa seca
em condicdes de seca e induziu a sintese de sacarose fosfato sintase e de genes
envolvidos na quebra do amido (LA et al., 2019).

Para o precursor do etileno ACC foram encontrados 0s maiores niveis para a
L. pisonis no tegumento da Lp3 (214,35 ng g*) e Lp4 (208,42 ng g!) e no endosperma
da Lp5 (878,29 ng g') e Lp6 (853,90 ng g?), enquanto para L. lanceolata foram
encontrados no endosperma da LI2 (1062,95 ng g?) e no tegumento da LI1 (175,94
ng g1) (Figura 2g, 0), notando-se que a maior concentracdo de ACC esta concentrada
principalmente no endosperma das sementes. A presenca deste precursor também
sugere a presenca de etileno, sendo que a sua maior expressao pode estar associada
a fatores estressantes, principalmente quando a planta se encontra em ambiente com
déficit hidrico (DH), podendo prejudicar o crescimento de parte aérea e sistema
radicular (ZHANG et al., 2018).

O etileno também atua em processos de senescéncia e amadurecimento por
meio da regulacdo genes envolvidos na mudanca de coloracao, geracao de radicais
livres, autofagia e na hidrélise de parede celular (LI et al., 2019). Todas as matrizes

de L. pisonis e L. lanceolata enfrentaram periodos de menor pluviosidade no inicio do
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florescimento com uma média de 55,6 mm, sendo precedido por maiores indices nos
meses de nov/17 a abril/18 (média de 178,16 mm), e menores nos meses de jun/18
(25,3 mm) e jul/18 (16,4 mm), sendo estes os dois ultimos meses que antecedem a
colheita em L. pisonis, podendo ser um fator estressante que contribuiu para a sintese
de ACC e ABA nas sementes.

Realizou-se a fenotipagem de mudas apés 160 dias da semeadura para ambas
as espeécies estudadas, visando associar caracteristicas morfofisiologicas com a
qualidade de mudas. O CPA e CRAP dentro das matrizes de cada espécie alcancaram
meédia de 42,64 e 13,12 cm para L. pisonis e 39,21 e 14,08 cm para L. lanceolata. O
indice SPAD para L. pisonis foi superior na Lpl, contudo, néo diferiu estatisticamente
da Lp2, Lp3, Lp5 e Lp6, tendo menor valor na Lp4, a qual também apresentou menor
MSPA, provavelmente associada ao menor teor de clorofilas, que culmina em menor
taxa fotossintética liquida e, consequentemente, em decréscimo na massa seca. No
entanto, para L. lanceolata, o maior SPAD foi alcancado pela LI3 e LI6, contudo,
somente a LI3 apresentou maior MSPA (Tabela 3).

Por ser uma técnica ndo destrutiva, o indice SPAD contribui na maior economia
de méo-de-obra, recursos e tempo, possibilitando a realizacdo de avaliacdes que
possibilitam inferir a qualidade fotossintética de mudas a campo. Em estudos com
plantas de Coffea canephora, a utilizacdo do indice SPAD foi considerada eficiente
para avaliar a integridade do sistema fotossintético, sendo observado que leituras
inferiores a 40, para esta espécie, estavam relacionadas a uma diminuicdo da relacao
clorofila/carotendides, possivelmente devido a estresse ambiental, o que pode
comprometer as taxas fotossintéticas (TORRES NETTO et al., 2005), contudo, alguns
fatores como a localizacdo da folha na planta (DRAY et al., 2012) e a época do ano
gue foi analisada podem influenciar o teor de clorofila na planta (FU et al., 2014).

Foram analisadas as caracteristicas de cor nas folhas das mudas para ambas
as especies, cujo a* refere-se a coloracao vermelha (+) ao verde (-), o b* do amarelo
(+) ao azul (-), o L* expressa a luminosidade em porcentagem, variando do branco
(100%) ao preto (0%), o C* representa a saturacdo da cor e o H° € o angulo da cor
(SHAN et al., 2019). A espécie L. pisonis apresentou para cada caracteristica uma
média de 34,07 (L*), -11,46 (a*), 21,70 (b*), 24,53 (C*) e 117,93 (H°) e para L.
lanceolata 36,19 (L*), -10,61 (a*), 23,80 (b*), 26,12 (C*) e 114,46 (H°).
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Para as duas espécies as folhas se caracterizaram por apresentar coloracao
verde, com 0 a* negativo. Tais resultados estdo semelhantes aos encontrados em
folhas frescas de variedades de Olea europea L. para L* e a*, cujos maiores valores
foram 32,80 (Zarrazi) e -9,14 (Chemchali) respectivamente, e quando secas por
infravermelho (50 e 60°C), as folhas preservaram seus teores de antioxidantes, a sua
coloragcdo verde (-a*) e também, houve aumentos da luminosidade (L*)
(BOUDHRIOUA et al., 2009). No entanto, em estudos com a Eruca sativa, as folhas
jovens apresentaram valores de H°® (128,31), L* (44,37) e C* (28,68), semelhantes ao
do presente estudo, sendo observado também que a diminuicdo do &ngulo,
juntamente com o0 amarelecimento, € um indicativo de senescéncia
(KOUKOUNARAS; SIOMOS; SFAKIOTAKIS, 2007).

Tabela 3. Fenotipagem de mudas 160 DAS oriundas de sementes de matrizes das
espécies (ESP) L. pisonis (Lp) e L. lanceolata (LI), analisando-se o comprimento da
parte aérea (CPA, cm), comprimento da raiz principal (CRAP, cm), diametro do coleto
(DC, mm), namero de raizes laterais (NRL), diametro da raiz principal (DRP, mm),
diametro das raizes laterais (DRL, mm), volume de raizes (VR, cm), densidade das
raizes (DR, g cm=), nimero de folhas (NF), nimero de brotos (NB), comprimento foliar
(CF, cm), largura foliar (LF, cm), espessura foliar (EF, mm), nimero de hastes (NH),
massa seca da parte aérea (MSPA, g), massa seca do sistema radicular (MSRA, g),
massa seca total (MST, g), indice de qualidade de Dickson (IQD), colorimetria (L*, a*,
b*, C*, H°) das folhas, indice SPAD, relacbes CPA/CRAP, CPA/NF, CPA/NRL,
CPA/DC, MSPA/MSRA, NRL/CRAP e NH/CRAP.

Fenotipagem de mudas

E M CPA CRAP DC CPA/DC CPA/NF CPA/NRL
Lpl 44,01ab 13,23b 5,87"s 7,52ab 2,34n 1,86b
w Lp2 45,55a 12,87bc 5,97 7,67a 2,42 2,39a
SLp3 4239ab  12,37c 6,47 6,28¢C 2,70 1,64bc
o Lpd 36,14b 13,32b 591 6,43bc 1,96 1,45c
— Lp5 43,89ab 12,83bc 6,75 6,55abc 2,28 1,66bc
Lp6 43,92ab 14,15a 6,22 7,54ab 2,55 1,88b
s L1 36,74cd 14,03ab 4,98ab 7,44ab 0,44abc 2,14bc
& LI2 42,27ab 13,93b 5,07ab 7,74ab 0,51ab 1,96¢
§ LI3 43,62a 13,85b 5,79a 7,61ab 0,34c 1,96¢
= LI4 33,91d 14,47a 4,77b 7,16b 0,39bc 1,93c
E LI5 37,53bcd 14,25ab 5,01lab 7,49ab 0,54a 2,99a

LI6 41,2labc  14,00ab 4,72b 8,75a 0,47ab 2,79ab
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E M NRL NRL/CRAP  DRP DRL VR DR
Lpl 23,71a 1,80ab 6,131 1,12 3,33ab 0,37"
@ Lp2 19,14b 1,49b 6,13 0,95 2,47¢ 0,34
S Lp3  2553a 2,09a 6,97 1,05 4,09a 0,38
3 Lp4  24,10a 2,00ab 5,97 1,04 2,45¢ 0,35
i Lp5 26,76a 2,09a 6,53 1,08 3,03bc 0,37
Lp6 24,96a 1,76ab 6,58 0,95 3,90a 0,32
L LIl 1896ab  1,36abc 4,76 0,77bcd 2,331 0,35
g L2 2227a 1,60ab 5,04 0,70d 2,73 0,35
§ L3 20,88a 1,65a 5,41 0,86ab 2,70 0,35
C L4 17,83ab  1,23bcd 5,19 0,74cd 2,21 0,41
~ L5 12,73c 0,89d 5,09 0,89a 2,92 0,34
LI6  15,13bc  1,08cd 4,83 0,80abc 2,31 0,34
E M NF NB CF LF EF NH
Lpl 19,09  0,13c 9,18ab 3,28a 0,12b 1,177
»Lp2 18,32 0,59a 9,43ab 3,21ab 0,11b 1,36
S Lp3 16,01 0,29bc 9,59ab 3,06ab 0,14a 1,15
3 Lp4 19,10 0,38abc  9,01b 2,85b 0,11b 1,24
i Lp5 18,34 0,50ab  10,12ab 3,38a 0,11b 1,07
Lp6 17,59 0,23bc  10,46a 3,41a 0,11b 1,25
L LIl 91,33b 7,77b 6,39b 1,66abc 0,10ab 1,58ab
F Ll2  77,00c 7,64b 7,21a 1,75a 0,09b 2,45a
S LI3 127,67a  11,78a 7,33a 1,71ab 0,10a 1,97ab
§ Li4 84,28bc  7,67b 5,89b 1,52¢ 0,09b 1,54ab
~ L5 7252 5,93b 6,27b 1,55bc 0,10ab 1,44b
LI6  85,83bc 6,50b 7,08a 1,65abc 0,10a 2,44a
E M NH/CRAP MSPA MSRA MST  MSPA/MSRA  IQD
Lpl  0,09" 3,04ab 1,22 4,26ab 2,561 3,13"
o Llp2 011 2,81ab 1,07 4,12ab 2,90 3,40
S Lp3 0,09 3,77a 1,64 5,41a 2,28 3,02
3 Lp4d 0,09 1,89b 1,08 2,71b 2,43 3,02
i Lp5 0,08 3,76a 1,39 5,37a 2,83 3,64
Lp6 0,09 3,26a 1,24 4,50a 2,67 3,27
L L1 o1l1ab 2,47bc 0,86" 3,29b 3,09b 3,55bc
% L2 0,18a 2,76bcC 0,95 3,70b 2,99b 3,45bc
S LI3  0,16ab 4,12a 0,94 5,06a 4,94a 5,63a
S L4 011b 2,22¢ 0,92 3,14b 2,45b 2,90bc
— L5 0,100 2,21¢c 0,99 3,16b 2,33b 2,75¢
LI6  0,18a 2,91b 0,76 3,70b 3,71ab 4,14b
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E M SPAD L* a* b* C* H°
Lpl 35,88a 33,32  -10,92a 20,86b 23,47b 118,41"s
w Lp2 34,89ab 34,03 -11,75ab 21,97ab 24,99ab 119,40
§ Lp3 34,37ab 33,95 -10,89a 22,18ab 24,61ab 116,18
S Lpd 31,42b 35,77 -12,63b 24,27a 27,25a 115,12
— Lp5 34,44ab 33,81 -11,50ab 20,58b 23,57b 119,74
Lp6 34,97ab 33,51 -11,08a 20,37b 23,31b 118,77
= LI1  30,33b 36,21ab -10,86bc  25,05a 27,30ab 113,68abc
= LI2  30,19b 36,11ab -11,18c 24,11abc 26,69ab 116,10a
S LI3  34,99a 34,77b -10,42ab  21,44c 23,92c 116,02ab
% L4 29,12b 38,16a -10,57abc  25,64a 27,68a 112,50c
: LI5 29,18b 37,25a -10,21a 24,44ab 26,43abc 113,26bc
LI6  33,40a 34,63b -10,39ab  22,14bc 24,71bc 115,19abc

(MMédias seguidas pela mesma letra, na coluna, néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05) para
L. pisonis e L. lanceolata separadamente.

Fonte: a autora.

As mudas de L. pisonis das matrizes Lpl, Lp3, Lp4, Lp5 e Lp6 n&o diferiram
estatisticamente entre si para a variavel NRL, apresentando média de 25 raizes. No
entanto, para L. lanceolata, os maiores valores foram encontrados em LI2 e LI3, com
média de 21,58 raizes, mas nédo diferindo estatisticamente da LI1 e LI4 (Tabela 3).
Esta caracteristica € fundamental na qualidade das mudas, ja que raizes finas estdo
envolvidas principalmente na absor¢édo de agua, nutrientes e associa¢des simbidticas
(QUIROGA et al., 2019; ZHANG et al., 2020). A qualidade de mudas esta relacionada
com caracteristicas que permitam uma melhor adaptabilidade a fatores bioticos,
abidticos, absor¢cdo de nutrientes, 4gua e sustentacdo da planta ao solo (CHEN;
GHANEM; SIDDIQUE, 2016).

O NB variou de 0,13 (Lp1) a 0,59 (Lp2) para as mudas de L. pisonis e 5,93 (LI5)
a 11,78 (LI3) brotos para as mudas de L. lanceolata (Tabela 3). Verifica-se, portanto,
que a Lp em relacédo a LI apresenta baixissima capacidade de emissao de brotos.
Relagcdes hormonais é um fator influenciador desta emissédo, sabendo-se que
individuos com menor relagédo auxina/citocinina emitem maior numero de brotagdes e
possuem amplo desenvolvimento lateral de parte aérea, sendo esta uma
caracteristica observada nas matrizes em campo, as quais possuem maior

crescimento lateral e menor crescimento em altura (dominancia apical reduzida).
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No presente estudo a média de AIA/ZT do endosperma entre as matrizes
estudadas foi de 1,98 para L. pisonis e 1,70 para L. lanceolata (Figura 2c, k). A
capacidade de brotacéo reflete no NF para ambas as espécies, ndo apresentando
diferenga estatistica entre as mudas de L. pisonis, com média de 18 folhas cada, as
quais alcancaram média de CF e LF de 9,63 e 3,20 cm. No entanto, a L. lanceolata
apresentou o maior NF nas mudas da LI3 (127 folhas), com média de CF e LF de 6,70
e 1,64 cm, respectivamente (Tabela 3).

Os horménios vegetais auxina e citocinina controlam o desenvolvimento de
meristemas, sendo a auxina responsavel pela dominancia apical, promovendo o
crescimento em altura e a citocinina pelo crescimento de gemas laterais, dando
origem a ramificacdes (AZIZI et al., 2015). Uma maior e mais densa arquitetura de
parte aérea colabora para maiores taxas de assimilacdo de carbono e acumulo de
massa seca (RAHMAN et al., 2018). Outro fator importante € o balango hormonal
enddgeno, e uma menor relacdo auxina/citocinina em gemas, induz o crescimento de
ramos laterais (brotos), diminuindo o enraizamento e a dominancia apical (YE et al.,
2018).

Andlises de correlacdo se fazem importantes, pois é possivel determinar se
uma variavel pode ter influéncia sobre outras. No presente estudo as variaveis com
alta correlacao positiva encontradas para L. pisonis foram (DRP com DC e MSRA),
(MSPA/MSRA com 1QD), (E com IVE), (JAt com ZTt), (SAt com AlAt), (AlAe com
SAe), (AlAe/ZTe com ACCe). E as variaveis com alta correlacdo negativa foram
(SPAD com L* e C*), (ABAe com VS e MS), (ZTt com ZTe), (AIAt/ZTt com ABAt) e
(MeJAe com SAe e ACCe) (Figura 3a).

Para L. lanceolata as variaveis de alta correlagéo positiva foram (NB com NF
e MSPA), (CPA com CF, LF), (MSPA com NF e MS), (IQD com SPAD), (MS com CS
e VS), (ZTe com JAt), (ABAe com SAt), (ZTt com ACCt), (AIAt/ZTt com ACCe) e (E
com MeJAe). E as de alta correlagéo negativa foram (CPA com b*), (SPAD com L* e
C*), (IVE com CS e TME), (ZTe com ABAt), (AlAe/ZTe com SAe), (CS com ACCt) e
(MeJAe com NF, NB, MSPA e MST) (Figura 3b).

Sementes de trigo em diferentes estadios de maturacéo do fruto, os conteudos
de proteina, ZT e ABA foram altamente correlacionados com a maturidade fisiologica
das sementes e a ZT obteve correlacdo negativa com o ABA (LIU et al., 2018).
Segundo estes autores, mais de 200 genes encontrados em sementes de trigo estao
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relacionados com quatro hormonios principais (ABA, AlA, ZT e GAs), sendo estes
genes fundamentais para manter a estabilidade nos processos de biossintese,
atividade metabdlica, acdo receptora, resposta a sinais, transducdo de sinais e

transporte.

Figura 3. Correlacéo das caracteristicas analisadas para as espécies L. pisonis (a) e
L. lanceolata (b) de comprimento da semente (CS, mm), menor largura da semente
(MELS, mm), maior largura da semente (MALS, mm), massa da semente (MS, g),
volume da semente (VS, cm®), densidade da semente (DS, g cm3), espessura do
tegumento na regido de parte aérea (ETPA, mm), espessura do tegumento na regido
do hilo (ETH, mm), emergéncia (E, %), indice de velocidade de emergéncia (IVE),
tempo médio de emergéncia (TME, dias), massa do endosperma (ME, g), massa do
tegumento (MT, g), comprimento da parte aérea (CPA, cm), comprimento da raiz
principal (CRAP, cm), didmetro do coleto (DC, mm), niUmero de raizes laterais (NRL),
diametro da raiz principal (DRP, mm), didametro das raizes laterais (DRL, mm), volume
de raizes (VR, cm), densidade das raizes (DR, g cm3), nimero de folhas (NF),
namero de brotos (NB), comprimento foliar (CF, cm), largura foliar (LF, cm), espessura
foliar (EF, mm), nimero de hastes (NH), massa seca da parte aérea (MSPA, g), massa
seca do sistema radicular (MSRA, g), massa seca total (MST, g), indice de qualidade
de Dickson (IQD), colorimetria (L*, a*, b*, C*, H°), indice SPAD, relacdes CPA/CRAP,
CPA/NF, CPA/NRL, CPA/DC, MSPA/MSRA, NRL/CRAP, NH/CRAP, horménios no
tegumento (t) e endosperma (e) para AlA, ZT, ABA, JA, SA, MeJA, precursores ACC,
relacdo AIAt/ZTt e AlAe/ZTe.
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Fonte: a autora.

A ZT do endosperma foi correlacionada negativamente com o ABA presente no
tegumento de sementes de L. lanceolata (Figura 3b). O ABA e a ZT possuem acéo
antagbnica em muitos processos fisiologicos, sendo observado que compostos que
participam da via de sinalizacdo da citocinina, a exemplo da proteina do tipo ARRs
(ou ARRDS) do tipo B, interrompe a ag¢édo da quinase SnRK2s dependente de ABA. E
efeitos contrarios sdo promovidos pela ARR5 do tipo A, que atua negativamente na
biossintese de citocinina, promovendo a ativacdo de genes sensiveis ao ABA, por
meio de um processo de fosforilagdo pela SnRK2s, sendo estes processos de maior
ou menor expressdo mediados em funcdo das condigbes que a planta se encontra,
sejam elas normais ou estressantes, o que ira refletir na taxa de produtividade das
culturas (HUANG et al., 2018).

Para L. lanceolata, a ZT do tegumento se correlaciona positivamente com o
ACC do tegumento e para L. pisonis a relagcdo AIA/ZT no endosperma com a
concentracdo do ACC no endosperma (Figura b, a). Resultados semelhantes foram
observados para Arabidopsis mutantes (etol-1) com capacidade de producao
acentuada de etileno e em Arabidopsis do tipo selvagem, na qual o etileno influenciou
positivamente na sintese de citocinina e ABA, atuando na expressao dos genes IPT3
e NCED3, respectivamente (LI et al., 2018).
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Sementes de tremogo que possuem germinacao superior a 90%, tiveram sua
germinacao prejudicada, quando submetidas a tratamentos com concentracdes de
MeJA, contudo, este hormdnio evidenciou ter influéncia sobre a producédo de
flavonéides em mudas (ZALEWSKI et al., 2020). Resultados diferentes foram
observados para a espécie L. pisonis, que apresentou uma correlacédo positiva entre
a emergéncia de plantulas com o acumulo de MeJA, todavia, foi observado que
castanhas de L. pisonis sao ricas em compostos fendlicos e flavonéides (Demoliner et
al., 2018b), sugerindo que a concentracdo enddgena deste horménio poderia estar
envolvida em alguns processos de sintese de compostos antioxidantes.

Mesmo sendo associado positivamente a emergéncia, o MeJA contido em
endosperma de sementes evidenciou-se prejudicial no crescimento de mudas de L.
lanceolata, correlacionando-se negativamente com NF, NB, MSPA e MST. O MeJA
pode atuar impedindo o crescimento de brotacdes e de mudas de Arabidopsis,
atuando sobre proteinas integrais de membrana e no fluxo de 4gua (LEE et al., 2019).

Para L. pisonis encontrou-se correlacdo positiva entre AIA e SA, tanto no
endosperma quanto no tegumento. Essa associacdo também pode ser observada em
estudos com sementes de Abelmoschus esculentus, pré-tratadas com SA e AlA,
contribuindo na adaptacdo das plantas ao estresse salino, devido ao aumento da
atividade de enzimas, como a catalase e glutationa peroxidase, importantes no
combate de radicais livres e 0 aumento na producdo de pigmentos fotossintéticos
(ESAN et al., 2017).

Por meio da distancia genética de Mahalanobis fez-se um agrupamento das
matrizes de cada espécie em funcao das variadveis estudadas dentro de hormdnios,
sementes e mudas. Dentro de hormoénios, as matrizes de L. pisonis foram separadas
em quatro grupos distintos, sendo eles, | (Lp5), Il (Lp6), Il (Lpl) e IV (Lp4, Lp2 e Lp3),
no qual a Lp5 é a mais divergente (Figura 4a), apresentando maiores valores para as
caracteristicas AlA, ZT, AIA/ZT e SA no tegumento e AIA/ZT, JA e ACC no
endosperma e os menores para ZT e MeJA no endosperma e MeJA no tegumento
(Figura 2). E para L. lanceolata foram separadas em trés grupos, | (LI2), Il (LI5, LI3 e
LI6) e Il (LI1 e LI4), sendo a LI2 a mais divergente (Figura 4b), com os maiores valores
para AlA, AIA/ZT e JA no tegumento e JA, ACC, ZT e MeJA no endosperma e 0s
menores para AIA/ZT no endosperma e ABA, SA e ACC no tegumento (Figura 2).
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Dentro de sementes, as matrizes de L. pisonis foram separadas em dois
grupos, | (Lpl, Lp2, Lp5 e Lp 6) e Il (Lp3 e Lp4) (Figura 4c), sendo que o grupo Il se
diferencia dos demais por apresentar uma maior DS e ETPA e uma menor MT (Tabela
2). E para L. lanceolata, as matrizes também foram separadas em dois grupos, | (LI2
e LI3) e Il (LI6, LI4, LI1 e LI5) (Figura 4d), sendo que o grupo | se difere das demais
por apresentar maiores valores para MELS, MALS, VS e TME e menores para ETPA,
ETH e IVE (Tabela 2).

As caracteristicas de mudas contribuiram para a formacao de trés grupos para
L. pisonis, sendo eles, | (Lp3), Il (Lp2) e Il (Lp5, Lpl, Lp4 e Lp6), sendo a Lp3 a mais
divergente (Figura 4e), se destacando por apresentar maiores valores para CPA,
SPAD, NRL, NRL/CRAP, VR, CF, LF, EF, MSPA, MST, a*, b* e C* e menores valores
para CRAP, CPA/DC e NB (Tabela 3). E para L. lanceolata, trés grupos, | (LI3), Il (LI4)
e lll (LI5, LI6, LI1 e LI2), sendo a LI3 mais divergente (Figura 4f), com maiores valores
para CPA, SPAD, DC, CPA/DC, NRL, NRL/CRAP, DRL, NF, NB, CF, LF, EF, NH,
NH/CRAP, MSPA, MST, MSPA/MSRA, IQD, a* e H° e os menores valores para CRAP,
CPA/NF, CPA/NRL, L*, b* e C* (Tabela 3).

Andlises fenotipicas contribuem para o agrupamento de individuos e a sele¢éo
de caracteristicas de interesse, como observado em estudos com a espécie Juglans
regia L., cuja avaliacdo biométrica em sementes de matrizes coletadas em diferentes
regides, agrupou matrizes com alta e baixa produtividade, de maior massa da
castanha e as que possuiam menores espessuras do tegumento (MAHMOODI et al.,
2019). A selecao também pode ser realizada visando a antecipacao do florescimento,
adaptabilidade a seca, inundacdes e ataques de pragas (ENJALBERT et al., 2013).

Figura 4. Dendrogramas de distancia genética de Mahalanobis (D?), obtidos por meio
do método UPGMA para o0 agrupamento de matrizes pertencentes as espécies de L.
pisonis (Lp) e L. lanceolata (LI) em fung&o das caracteristicas hormonais e biométricas

de sementes e fenotipicas de mudas.
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Caracteristicas que estdo envolvidas em processos fisioldgicos de crescimento
e desenvolvimento de plantas, a exemplo do balanco hormonal, também sé&o
importantes, ja que podem influenciar na dorméncia e atividade enzimatica de
sementes (CHANG et al., 2018; LIU et al., 2018), sintese de proteinas de estresse
(LEAs), (BHATTACHARYA et al., 2019), senescéncia e maturacao de frutos (LI et al.,
2019), processos de sinalizagao contra insetos, patdogenos, metais pesados (FANG et
al., 2018; FARHANGI-ABRIZ et al., 2019) e estresse salino (ESAN et al., 2017).

O estudo da diversidade genética utilizando caracteristicas fenotipicas e
hormonais separou as matrizes de L. pisonis em dois grupos, | (Lp2, Lpl e Lp6) e Il
(Lp3 e Lp5). A Lp4 possui caracteristicas fenotipicas que a distanciou das outras
matrizes de L. pisonis, sendo inserida dentro do grupo composto por matrizes de L.
lanceolata, que foram separadas em grupo | (LI5, LI4, LI1 e Lp4) e 1l (LI2, LI6 e LI3)
(Figura 5).
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Figura 5. Diversidade genética obtida pelo método UPGMA utilizando caracteristicas
biométricas e hormonais de sementes e fenotipicas de mudas para as espécies L.
pisonis (Lp) e L. lanceolata (LI), analisando o comprimento da semente (CS, mm),
menor largura da semente (MELS, mm), maior largura da semente (MALS, mm),
massa da semente (MS, g), volume da semente (VS, cm®), densidade da semente
(DS, g cm™®), espessura do tegumento na regido de parte aérea (ETPA, mm),
espessura do tegumento na regido do hilo (ETH, mm), emergéncia (E, %), indice de
velocidade de emergéncia (IVE), tempo médio de emergéncia (TME, dias), massa do
endosperma (ME, g), massa do tegumento (MT, g), comprimento da parte aérea (CPA,
cm), comprimento da raiz principal (CRAP, cm), nimero de raizes laterais (NRL),
didametro da raiz principal (DRP, mm), didmetro das raizes laterais (DRL, mm), volume
de raizes (VR, cm?3), densidade das raizes (DR, g cm), nimero de folhas (NF),
namero de brotos (NB), largura foliar (LF, cm), espessura foliar (EF, mm), nimero de
hastes (NH), massa seca da parte aérea (MSPA, g), massa seca do sistema radicular
(MSRA, g), indice de qualidade de Dickson (IQD), indice SPAD, hormdnios no
tegumento (t) e endosperma (e) para AlA, ZT, ABA, JA, SA, MeJA e o precursor ACC.
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A matriz Lp4 se difere das demais L. pisonis por apresentar maiores valores de
DS, ETPA, TME, ABAe, JAt, ACCt, NRL e NB e menores valores para CS, MELS,
MALS, MS, VS, ME, MT, AlAe, JAe, MeJAt, CPA, SPAD, VR, LF, EF e MSPA (Tabela
3). Dentre estas, podemos observar que possui um maior NB e um menor CPA e LF,
sendo estas caracteristicas marcantes dentro de L. lanceolata.

Em estudos com 21 matrizes de L. pisonis, Rosa (2018) evidenciou uma alta
diversidade genética, observado também, que a presenca de alguns nutrientes nas
castanhas da matriz 5 (K e P), 8 (Mn) e 21 (Se) contribuiram para torna-las mais
divergentes. Avaliacdes biométricas de frutos e sementes de 12 matrizes de L. pisonis,
também contribuiram para a separacdo destas em grupos com capacidade de
produzir o maior numero de sementes por fruto (matriz 1) e o maior tamanho da
semente (matrizes 2 e 7), fazendo-se a indicacdo para programas de melhoramento
genético (ROSA et al., 2019).

Em estudos com Elaeis guineenses, Myint et al. (2019) sugeriram a retirada de
individuos pertencentes ao mesmo agrupamento em plantios, em funcdo da alta
similaridade genética, o que pode contribuir para diminuicdo das areas de plantios e
gastos na producado e mao-de-obra. Para a espécie Juglans regia, o agrupamento de
arvores de nozes em grupos mais préximos (6 e 14) preconizou que estes devem ser
descartados como possiveis progenitores em programas de hibridacao,
diferentemente dos individuos inseridos em grupos distantes geneticamente (5 e 8),
sendo também feita a separacdo de matrizes com caracteristicas de interesse, a
exemplo, do grupo 8 e 14, cujos individuos possuem as castanhas de maior massa
(SHARMA; SHARMA, 2001). Khadivi et al. (2019) também agruparam matrizes em
funcdo da massa das nozes, selecionando 329 individuos com potenciais para o
melhoramento genético.

As espécies L. pisonis e L. lanceolata foram separadas em dois grupos
distintos, por meio da analise de Cluster, evidenciando alta variabilidade genética
entre as duas espécies. As matrizes de L. lanceolata se agruparam dentro de um
mesmo grupo (LI1, LI2, LI5, LI3, LI4 e LI6), enquanto, as matrizes de L. pisonis foram
agrupadas em dois grupos distintos, sendo eles, | (Lpl, Lp6, Lp2 e Lp4) e Il (Lp3 e
Lp5), no qual a Lpl é a mais divergente (Tabela 4a). Observou-se uma baixa

variabilidade genética entre as matrizes dentro de cada espécie, que apresentaram
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50,98% de bandas polimorficas para L. lanceolata e 69,56% para L. pisonis (Tabela
4a).

Um dos fatores que influenciam a baixa variabilidade genética é a polinizacao
entre individuos com parentesco alto devido a localizacdo geografica proxima. Por
meio de marcadores genéticos, analisou-se que pomares de Eucalyptus urophylla
oriundos de sementes tiveram perda de variabilidade genética de suas proles em
funcdo da endogamia e que uma distancia de 600 metros entre as populacdes nao foi
suficiente para evitar a contaminacao (PUPIN et al., 2019). Em estudos com Baillonella
toxisperma, arvore de baixa densidade por hectare, observou-se que o cruzamento
entre individuos geneticamente préximos promoveu a endogamia e a formacgdo de
proles que sofrem efeitos negativos da selecdo natural, morrendo nos estadios iniciais

de crescimento vegetativo (DUMINIL et al., 2016).

Tabela 4. Anélise descritiva dos primers constando o numero total de bandas (NTB),
namero de bandas polimorficas (NBP) e polimorfismo (P, %). (a) Dendrograma de
Cluster obtido pelo método UPGMA, baseado no coeficiente de similaridade de
Jaccard, a partir da analise dos polimorfismos para 11 primers ISSR entre seis
matrizes de L. pisonis (Lp) e seis matrizes de L. lanceolata (LI) e a exemplificacdo do

perfil de amplificacdo do primer ISSR UBC 868. M = marcador de 100 pb.

Primers NTB LI Lp . (a)
UBC NBP P (%) NBP P (%) -]
808 7 2 2500 7 100,00 & e
811 14 8 57,14 12 8571
812 8 3 3750 5 6250 -
818 5 1 20,00 2 4000 <
826 12 7 58133 1 83133 LM L2 LS L3 L4 LisLpl Lp8 Lp2 Lp4 Lp3 Lp5
841 10 7 70,00 5 50,00 M
852 6 4 6667 4 6667
853 10 4 40,00 8 80,00 -
868 10 8 80,00 5 50,00 :::gﬁ:?gfaaa
873 10 6 60,00 7 70,00 —E\EEr s eEme s
880 13 6 4615 10 76,92 =
Total 105 56 50,98 75 69,56

Fonte: a autora.

A exploracédo das florestas e a sua fragmentacéo isola populacbes de uma

mesma espécie, causando a perda da variabilidade genética em funcdo do
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cruzamento de individuos geneticamente proximos, como observado em estudos com
quatro populacdes de castanheiras-do-brasil, que encontraram maior diversidade
genética entre populacdes (95,56%) e menor entre os individuos de uma mesma
populacao (2,68%), sugerindo entdo, que a colheita de sementes seja realizada em
arvores distantes geograficamente umas das outras, visando a propagacdo de
materiais genéticos com alta diversidade (BALDONI et al., 2020).

Em estudos com 21 matrizes de L. pisonis localizadas em diferentes regides no
norte do Espirito Santo, foi observado uma alta porcentagem de polimorfismo (96,7%)
com a utilizacdo de 13 primers ISSR, provavelmente devido ao fato de se localizarem
geograficamente distantes (ROSA, 2018). Borges et al. (2016) também encontraram
alto polimorfismo (94,79%) em 17 acessos de sapucaia utilizando 11 primers ISSR,

os quais foram coletados em quatro regides localizadas no Piaui e Maranhéao.

4. CONCLUSOES

Arvores de L. lanceolata apresentam porte menos elevado, facilitando a
colheita de frutos.

As matrizes de L. pisonis Lpl e Lp2 alcancaram as maiores emergéncias de
plantulas e producéo anual de frutos. Para L. lanceolata a LI6 se destacou pela maior
producao de frutos.

A Lp2 de L. pisonis e a LI3 de L. lanceolata apresentaram as maiores massas
dos endospermas, caracteristica importante para a comercializacao de castanhas.

A espécie L. lanceolata possui altas concentracdes de ZT e uma menor relacéo
AIA/ZT no endosperma de suas sementes, bem como uma alta capacidade na
emissao de brotos em mudas.

As espécies L. pisonis e L. lanceolata apresentam alta concentracédo de ABA
no tegumento das sementes.

Héa acéo antagobnica entre a ZT do endosperma e o ABA presente no tegumento
de sementes para L. lanceolata, sugerindo ser um fator influenciador na germinacao
de sementes.

O MeJA foi correlacionado negativamente com o crescimento de mudas e
acumulo de massa seca para L. lanceolata.

Existe uma alta variabilidade genética entre as espécies estudadas, e uma
baixa variabilidade genética dentro da espécie.
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CAPITULO II: Arvores frutiferas funcionais da Floresta Atlantica: composi¢éo quimica
de castanhas, solo e folha e o poder antioxidante de castanhas de Lecythis pisonis
Cambess. e Lecythis lanceolata Poir.

RESUMO

As espécies Lecythis pisonis Cambess. e Lecythis lanceolata Poir. (Lecythidaceae),
sdo arvores nativas da Floresta Atlantica, com grande capacidade na producéo de
castanhas. Objetiva-se compreender as rela¢des nutricionais entre castanhas, solo e
folha e a composi¢do quimica e antioxidante de castanhas das espécies L. pisonis e
L. lanceolata, visando apresentar duas novas espécies com capacidade produtiva de
alimento funcional. Inicialmente foi feita a analise de micronutrientes e
macronutrientes em castanhas, folhas e solos (0-20 e 20-40 cm) e analises
bioquimicas de fendlicos totais, antocianinas, flavonois e potencial antioxidante 2,2-
difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) em amostras de tegumento e endosperma, constando
de trés triplicatas. Realizaram-se analises descritivas em box plot, teste de
agrupamento de média Scott Knott, e correlacdo pelo método UPGMA para as
analises nutricionais de castanhas e antioxidantes. E analise de componente principal
(PCA), para os elementos nutricionais de castanha, solo em duas profundidades (0-
20 e 20-40 cm) e folhas. As castanhas (endosperma) das espécies L. pisonis e L.
lanceolata séo ricas fontes de macronutrientes e micronutrientes, sendo o poder
antioxidante das sementes mais elevado no tegumento, quando comparado ao
endosperma. As matrizes Lpl, Lp2, Lp3, Lp4 e Lp6 de L. pisonis e LI1, LI2, LI4 e LI6
de L. lanceolata possuem concentracdes adequadas de selénio, que permitem o
consumo de uma castanha dia?. Para L. pisonis o poder antioxidante (DPPHe) do
endosperma (parte comestivel) esta relacionado principalmente com os contetdos de
fendlicos totais do endosperma (FTe). Para L. lanceolata o poder antioxidante do
tegumento (DPPHt) aumenta em funcdo da presenca de taninos condensados no
tegumento TCt.

Palavras-chave: sapucaia, sapucaia-mirim, selénio, alimento funcional, mercado de
castanhas.
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ABSTRACT

The species Lecythis pisonis Cambess. and Lecythis lanceolata Poir. (Lecythidaceae),
are trees native to the Atlantic Forest, with great capacity in the production of
chestnuts. The objective is to understand the nutritional relationships between nuts,
soil and leaves and the chemical and antioxidant composition of nuts of the species L.
pisonis and L. lanceolata, aiming to present two new species with productive capacity
of functional food. Initially, the analysis of micronutrients and macronutrients in
chestnuts, leaves and soil (0-20 and 20-40 cm) and biochemical analyzes of total
phenolics, anthocyanins, flavonols and antioxidant potential 2,2-diphenyl-1-picryl-
hydrazyl (DPPH) in tegument and endosperm samples, consisting of three triplicates.
Descriptive analyzes were performed in box plot, Scott Knott average cluster test, and
correlation by the UPGMA method for the nutritional analysis of nuts and antioxidants.
Moreover, principal component analysis (PCA), for the nutritional elements of chestnut,
soil at two depths (0-20 and 20-40 cm) and leaves. Chestnuts (endosperm) of the
species L. pisonis and L. lanceolata are rich sources of macronutrients and
micronutrients, with the antioxidant power of the seeds being higher in the tegument
when compared to the endosperm. The matrices Lpl, Lp2, Lp3, Lp4 and Lp6 of L.
pisonis and LI1, LI2, LI4, LI6 of L. lanceolata have adequate concentrations of selenium
that allow the consumption of a chestnut day. For L. pisonis the antioxidant power
(DPPHe) of the endosperm (edible part) is mainly related to the contents of total
phenolics of the endosperm (FTe). For L. lanceolata the antioxidant power of the
integument (DPPHt) increases due to the presence of condensed tannins on the
tegument (TCt).

Keywords: sapucaia, sapucaia-mirim, selenium, functional food, chestnut market.
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1. INTRODUCAO

As Florestas Atlantica e Amazodnica abrigam espécies arbdreas nativas com
grande capacidade produtiva de recursos ndo madeireiros, 0os quais sao fontes de
renda e subsisténcia para milhares de familias (RIBEIRO et al., 2014). Os seus
recursos podem ser utilizados in natura ou em forma de derivados como sucos,
corantes, especiarias, aromas, bebidas, doces, 6leos e chas, visando principalmente,
a capacidade antioxidante destes alimentos (OLIVEIRA et al., 2012). Dentre estas,
podemos citar a familia Lecythidaceae, que inclui espécies com grande capacidade
na producdo de castanhas, as quais sdo ricas fontes de nutrientes essenciais e
compostos antioxidantes, a exemplo da L. pisonis e Bertholletia excelsa (DEMOLINER
et al., 2018a, b; BRITO et al., 2019).

O selénio é um dos compostos antioxidantes presentes em castanhas, sendo
recomendada a concentragdo fixa de 55 ug dia?, contudo, é aceitavel a ingestdo
maxima de 400 ug dia?, sem causar nenhum sintoma de toxicidade ao organismo
(MONSEN, 2000). Outro constituinte muito importante presente em algumas
castanhas é a serotonina, a qual foi quantificada em altas concentracbes em
castanhas de B. excelsa (3,80 pug g') e atua como neurotransmissor, regulando a
respiracdo, sono, excitacao, batimentos cardiacos e a sua desregulacédo pode causar
crises epiléticas (YILMAZ et al., 2019; PETRUCCI et al., 2020).

Alimentos funcionais, 0s quais sdo ricos em compostos antioxidantes, atuam
na inativacdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), ao doar um elétron para a
dltima camada da ERO, promovendo a sua estabilidade (JABEEN et al., 2018). Estes
radicais podem ser produzidos naturalmente pelo organismo por meio de inflamacdes,
processos biolégicos ou externamente pela ingestdo de alimentos, destacando-se o
superoéxido (O2), hidroperoxila (HO2), hidroxila (OH) e peroxido de hidrogénio (H202),
0S quais atuam no rompimento de membranas celulares, ocasionando o aparecimento
de doencgas degenerativas, principalmente o cancer (GALADARI et al., 2017; JABEEN
et al., 2018).

Objetiva-se compreender as rela¢des nutricionais entre castanhas, solo e folha
e a composicado quimica e antioxidante de castanhas das espécies L. pisonis e L.
lanceolata, visando apresentar duas novas espécies com capacidade produtiva de

alimento funcional.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Georreferenciamento de matrizes

Foram utilizadas sementes de seis matrizes de L. pisonis (Lp) e seis de L.
lanceolata (L), localizadas nos municipios de Laranja da Terra (matrizes: Lpl e Lp2),
Cachoeiro do Itapemirim (matrizes: Lp3; Lp4 e Lp5), Alegre (matriz: Lp6) e Mimoso do
Sul (matrizes: LI1; LI2; LI3; LI4; LI5 e LI6), Espirito Santo, Brasil.

2.2 Status nutricional

2.2.1 Castanha e folha

Foram realizadas andlises nutricionais de macronutrientes (N, P, K, Ca, Mg e
S) e micronutrientes (Fe, Zn, Cu, Mn) em castanhas e folhas de L. pisonis e L.
lanceolata (SILVA, 2009), utilizando-se a digestédo nitrico-perclérica com 0,50 g de
amostra, acarretando na formacgédo de um extrato concentrado. Ja o Se foi analisado
em Fluorimetro segundo Olson et al. (1975).

Para a leitura do fosforo (P), parte deste extrato foi diluida em agua destilada,
acrescentando-se solucédo tampédo 725 e acido ascorbico 2%, realizando-se a leitura
em espectrofotometro (725 nm). O enxofre (S) foi lido em espectrofotdmetro (420 nm)
por meio da diluicdo do extrato, mais solugdo tampéo (estoque de Buffer) e reagente
de trabalho (cloreto de bario + goma arabica). A leitura do K ocorreu em fotébmetro de
chama fazendo-se a diluicdo do extrato em agua destilada. Para anélise do calcio (Ca)
e magnesio (Mg) o extrato foi diluido em agua destilada e em solugéo de cloreto de
estroncio, fazendo-se a leitura em espectrofotdmetro de absorcdo atdmica. A leitura
do cobre (Cu), manganés (Mn) e zinco (Zn) foi realizada em espectrofotdmetro de
absorcédo atdmica diretamente no extrato.

Para analise do nitrogénio utilizou-se 0,1 g de tecido vegetal realizando-se a
digestdo sulfurica, sendo utilizado 1 mL deste extrato, o qual foi diluido em agua
destilada, tartarato de sddio 10% e reagente de Nessler (2,5 mL), sendo a leitura

realizada através do espectrofotémetro (480 nm).
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2.1.2 Nutrientes disponiveis do solo

Foram coletadas trés amostras de solos de cada localidade das matrizes
estudadas nas profundidades de 0-20 e 20-40 cm, sendo o material homogeneizado,
seco em ambiente ventilado e peneirado em peneira de 10 mesh, com posterior
analise quimica segundo Teixeira et al. (2017).

Inicialmente o pH foi aferido em agua, medindo-se 30 cm® de amostra com
posterior medicdo em potencidbmetro. Para a realizacéo do teor de carbono no solo o
material foi misturado em solucédo de dicromato de potassio, seguido por um repouso
em placa aquecedora. Apds o resfriamento adicionou-se agua destilada, &cido
fosforico e o indicador difenilamina, titulando em sulfato ferroso amoniacal.

Para a andlise de Al trocavel foram utilizados 10 cm® de solo, com posterior
adicdo de KCI 1 mol L, agitando-se com posterior repouso de 16 horas. Em parte do
extrato foi acrescentado cloreto de estroncio e indicador azul de bromotimol 1%,
titulando em hidréoxido de sédio (NaOH) 0,025 mol L. Para a realizacdo de H+Al
mediu-se 5 cm? de solo, com posterior adi¢do de acetato de calcio 0,5 mol L a pH
7,0 agitando-se e seguido de repouso de 16 horas. Em parte do extrato foi colocado
gotas de fenolftaleina e hidréxido de sédio, com posterior titulagdo em NaOH 0,025
mol L.

Para Ca e Mg foram utilizados 10 cm?® de solo, adicionando-se KCI 1 mol L,
sendo mantidos sob agitacdo, seguido de repouso durante 16 h. Posteriormente foi
adicionado em parte do extrato cloreto de estroncio, seguido pela leitura em
espectrofotometro de absor¢cédo atdomica.

Pesou-se 10 cm?® de cada amostra separadamente, adicionando-se solucéo
extratora de Mehlich, agitando-se. Em seguida realizou-se a leitura de Na e K em
espectrofotometro de emissdo em chama. Para a leitura do P o extrato ficou em
repousou durante 16 horas, utilizando-parte do sobrenadante mais reagente de
trabalho (solucdo 725 + acido ascorbico diluidos em agua destilada), sendo a leitura
realizada em fotocolorimetro (725 nm). E para a andlise do N do solo, utilizaram-se
extrato diluido em H20 destilada mais tartarato 10% e reagente de Nessler. Os
micronutrientes Zn, Fe, Mn e Cu foram analisados diretamente do extrato, em

espectrofotometro de absor¢cao atdomica.
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2.3 Analises bioquimicas

As analises bioquimicas foram realizadas em tegumento e endosperma
triturados de sementes de L. pisonis e L. lanceolata, triturados em moinho e

peneirados, utilizando-se o material que passou pela peneira de 60 mesh.

2.3.1 Fendlicos totais

Para a determinacdo do teor de fendlicos totais foi adaptado o método
espectrofotometro de Folin Ciocalteau (SINGLETON et al., 1999), pesando-se 0,25 g
de cada amostra em tubos de ensaio, adicionando-se 5 mL de solugéo extratora de
acido cloridrico (HCI) 2 N. As amostras foram mantidas em banho-maria a 95 °C por
30 min, com posterior resfriamento e filtragem. Em seguida foram pipetados 50 pL do
filtrado (extrato), mantidos em tubos de ensaio, adicionando-se 2,5 mL de Folin-
Ciocalteu 1:10 (v v'). Ap6s 5 min foram adicionados 2 mL de carbonato de sédio
Na2COs3 4% (m v1t), mantendo-se as solugGes em camara escura por um periodo de
2 horas. O conteudo de fendlicos totais foi quantificado no comprimento de ondas de
760 nm, em triplicata e a curva de calibragao utilizada foi Y = 0,04193 + 0,76973x (R
=0,99), sendo o contelido expresso em mg 100 g* de amostra.

2.3.2 Antocianinas e flavonois

Para a determinacdo de antocianinas e flavonois utilizou-se a metodologia
proposta por Lees e Francis (1972), pesando-se 0,150 g de amostra em tubos de
ensaio, seguido pela adicdo de 4 mL da solucéo extratora etanol 96% em HCI 1,5 mol
L1 (85:15). As amostras foram homogeneizadas e deixadas em repouso durante um
periodo de 24 horas em camara escura, com posterior filtragem para andlise em
espectrofotometro no comprimento de ondas de 535 nm (antocianina) e 374 nm
(flavondis). Para a quantificacdo do teor de antocianina utilizou-se a equacao TA (mg
100 g?) = (abs*V*10°)/982*L*m e para a quantificacdo do teor de flavondis, a equacéo
TF (mg 100g?) = (abs*v*10°)/766*L*m. Sendo, abs = absorbancia obtida pelos
comprimentos de ondas; V = o volume da solugcéao extratora utilizada em mL; L =
caminho 6ptico (1 cm) e m = a massa da amostra em (g), sendo o resultado final

expresso em mg 100 g de amostra.
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2.3.3 Taninos condensados

Foi pesado 1 g da amostra em tubos de ensaio, adicionando-se como solu¢ao
extratora 30 mL de metanol:agua (8:2), deixando-se em repouso em camara escura
por 24 horas. Posteriormente, as solu¢des foram filtradas e levadas a banho-maria a
40 °C por 60 minutos, visando a evaporacao do metanol. Do extrato bruto foi retirada
uma aliquota de 1 mL, diluindo-a em agua destilada até o volume de 25 mL. Foram
pipetados em triplicata 2 mL do extrato, diluido em tubos de ensaio + 4 mL de uma
solucédo de vanilina em &cido sulfirico 70% na concentracéo de 10 g L1, mantendo-
se as amostras em banho-maria a 50 °C por 15 min. A leitura da absorbancia foi
realizada em um comprimento de ondas de 500 nm e o conteddo de taninos
condensados foi expresso pela equacdo T (mg g*) = (abs+0, 06917)/0,01346)/25*m)
(R = 0,99), utilizando-se a agua destilada como branco e a curva de calibracdo
preparada com catequina (2; 5; 10; 15; 20; 25 e 30 ug mL?) seguindo a metodoligia
de Hagerman (2006).

2.3.4 Poder antioxidante pelo método DPPH

Analisou-se a capacidade antioxidante do tegumento e endosperma de
castanhas pelo método de captura do radical livie DPPH (2,2- difenil-1-picril-hidrazil),
adaptado de Nascimento et al. (2011). Inicialmente foi feito um extrato etandlico
pesando-se 0,187 g da amostra, para um volume final de 10 mL em bal&do volumétrico,
homogeneizando-se durante 10 min, para posterior filtragem. Utilizou-se 1 mL do
filtrado para uma segunda diluicdo até completar o volume de 10 mL em baldo
volumeétrico.

Foi preparado um controle constituido por um branco (3 mL de etanol) e 3
triplicatas (1 mL de etanol + 2 mL de DPPH a 150 uM) e os tratamentos constaram de
um branco (1 mL de filtrado + 2 mL de etanol) e 3 triplicatas (1 mL de filtrado + 2 mL
de DPPH a 150 puM). Os tubos foram armazenados por 1 hora em cadmara escura e a
leitura da absorbancia em espectrofotdmetro no comprimento de ondas de 515 nm. O
DPPH (%) foi obtido pela formula Acontrole — A amostta X 100/Acontrole. S€Ndo A =
absorbancia.
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2. 4 Andlise estatistica

O delineamento utilizado para todas as analises foi o inteiramente casualizado
(DIC), e as médias foram analisadas pelo teste de agrupamento Scott Knott (p>0,05).
Também se aplicou box plot e correlacdo pelo método UPGMA para as analises
nutricionais de castanhas e antioxidantes. Foi feita a analise de componente principal
(PCA), para os elementos nutricionais de castanha e solo em duas profundidades (0-
20 e 20-40 cm) e folhas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo com as espécies L. pisonis (Figura 1a) e L. lanceolata (Figura 1b)
busca apresenta-las ao mercado de castanhas em funcdo de suas caracteristicas
nutricionais e poder antioxidante. ApGs a absorcédo de nutrientes do solo (Figura 1e)
estes sdo transportados até a parte aérea e drenos fortes (frutos e sementes),
contribuindo para a produgdo de castanhas ricas em compostos antioxidantes,
macronutrientes e micronutrientes (Figura 1c, f), conferindo a estas castanhas
caracteristicas funcionais. Os antioxidantes, atuam doando um elétron para a ultima
camada da ERO, tornando os radicais livres estaveis e impedindo que estes lesionem
as ceélulas do organismo (Figura c, d).

Figura 1. Arvore de L. pisonis (a) e L. lanceolata (b), potencial antioxidante das
castanhas (c), radical livre recebendo um e na sua ultima camada (d), solo nas
profundidades 0-20 e 20-40 cm (e), castanha sem tegumento evidenciando a
presenca de macronutrientes (N, P, K, Ca, Mg e S), micronutrientes (Fe, Zn, Cu, Mn
e Se), fendlicos totais, antocianinas, flavondis e taninos condensados em sua

composicao (f).
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ANTIOXIDANTE
(c)

TANINOS
CONDENSADOS

FLAVONOIS

Fonte: a autora.

Para a espécie L. pisonis, o teor de nitrogénio (N) variou de 30474,49 (Lp6) a
37273,37 ug g* (Lp4) e para L. lanceolata de 24492,53 (LI5) a 29473,11 ug g* (LI4)
(Figura 2a, k). O nitrogénio esta envolvido na sintese de proteinas e aminoacidos
(glutamina, prolina e arginina) em sementes (ZUO et al., 2016), sendo muito
encontrado em castanha-de-sapucaia (19,86 g 100 g') (VALLILO et al., 1998),
castanha do Brasil (15,52 g 100 g?), castanha-de-caju (18,4 g 100 g1), amendoim
(25,2 g 100 g), pistache (15,2 g 100 g?), améndoas (20,8 g 100 g1), nozes (14,1 g
100 g?) e macadamia (8,7 g 100 g'') (CARDOSO et al., 2017).

O teor de fésforo (P) variou de 6058,60 (Lp3) a 10503,97 ug g* (Lp4) para L.
pisonis, ndo apresentando diferenca estatistica entre matrizes que apresentaram os
maiores teores (Lp4, Lp5 e Lp6). Similarmente, em L. lanceolata, que apresentaram
teores variando de 4995,78 (LI5) a 8911,65 ug g* (LI6), ndo houve diferenca estatistica
entre as matrizes com os maiores teores (LI1, LI2, LI3, LI4 e LI6) (Figura 2b, I).

Segundo Monsen (2000), a dose recomendada de P é de 700 mg dia* para homens
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e mulheres de 19 a > 70 anos. Este nutriente est4 envolvido na manutencéo de pH,
producgéo de poder redutor na forma de fosfato inorgéanico, componente estrutural de
fosfolipidios de membranas celulares, nucleotideos e acidos nucleicos; participa de
processos de fosforilacéo e ativacdo de enzimas e, a sua deficiéncia pode ocasionar
anemia, anorexia, infec¢des e fraqueza muscular (COMBET; BUCKTON, 2019). O
teor de potassio (K) variou de 3350 (Lp3) a 6091,67 ug g* (Lp4) para L. pisonis e
2508,33 (LI5) a 7175 ug g* (LI2) para L. lanceolata (Figura 2c, m) e sua ingestdo
recomendada para humanos é de 3500 mg dia! (ESTEVE-LLORENS et al., 2019),
estando envolvido na regulacdo da pressao osmdtica, processos cardiovasculares,
respiratorios, digestivos, enddcrinos e divisédo celular (COMBET; BUCKTON, 2019).

O teor de célcio (Ca) variou de 1410,44 (Lpl) a 2780,33 ug g* (Lp4) para L.
pisonis, ndo apresentando diferenca estatistica entre as matrizes que apresentaram
0s maiores teores (Lp4, Lp5 e Lp6), enquanto para L. lanceolata a variacao foi de
1129,33 (LI2) a 3386,67 ug g* (LI6) (Figura 2d, n). Seu consumo indicado é de 1000
mg dia! para homens e mulheres de idade entre 19 e 50 anos (MONSEN, 2000). O
Ca?* lisossOmico esta envolvido no bom funcionamento da autofagia celular e a sua
instabilidade alterada pode promover defeitos durante a formacgéo de proteinas, sendo
que problemas na autofagia e producdo de Ca?* lisossOmico estdo associados a
alguns tipos de doencas (LIU; LIEBERMAN, 2019).

O teor de magnésio (Mg) variou de 2041,33 (Lp3) a 3219,50 ug g* (Lp6) para
L. pisonis, ndo apresentando diferenca estatistica entre as matrizes que apresentaram
0s maiores teores (Lp4, Lp5 e Lp6). Similarmente, para L. lanceolata ndo houve
diferenca significativa entre as matrizes estudadas, cujo teor variou de 2157,50 (LI5)
a 3080,67 ug g* (LI3) (Figura 2e, 0). Seu consumo indicado é 400 mg dia? para
homens e 310 mg dia! para mulheres com idade variando de 19 a 30 anos. De 31 a
70 anos indica-se 420 e 320 mg dia?! para homens e mulheres, respectivamente
(MONSEN, 2000). O Mg atua em processos enzimaticos fundamentais para o
organismo, estando envolvido no desenvolvimento do tecido esquelético e no
transporte de células associadas ao sistema nervoso e muscular (COMBET;
BUCKTON, 2019).
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Figura 2. Box plot das concentragbes de macronutrientes (N, P, K, Ca, Mg e S) e

micronutrientes (Fe, Zn, Cu, Mn e Se) presentes em castanhas das matrizes de L.

pisonis (a-j) e L. lanceolata (k-t).
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O teor de ferro (Fe) variou de 4,13 (Lp5) a 19,22 ug g* (Lp6) para L. pisonis,

ndo apresentando diferenca estatistica entre as matrizes que apresentaram 0s

maiores teores (Lpl, Lp4 e Lp6). Ja para L. lanceolata a variacéo foi de 14,09 (LI3) ao

maior teor de 37,63 ug g* (LI6) (Figura 2f, p). Seu consumo indicado é de 10 mg dia

! para homens (19 a 51 anos) e para mulheres 15 mg dia? (11 a 50 anos) e acima de

50 anos 10 mg dia’* (MONSEN, 2000). Deficiéncia de Fe no organismo humano pode

acarretar o aparecimento de anemia, baixo desempenho e problemas na captacao de

oxigénio, estando este envolvido em varios processos de sinalizacdo celular,
crescimento e expressdo de genes (BOONE et al., 2019; MAGRI et al., 2019).
O teor de zinco (Zn) variou de 23,53 (Lp3) a 36,94 ug g* (Lpl) para L. pisonis,

ndo apresentando diferenca estatistica entre os maiores teores encontrados para as
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matrizes Lpl, Lp4 e Lp6, similarmente, as sementes das matrizes de L. lanceolata
apresentaram valores variando de 26,51 (LI5) a 35,99 ug g* (LI6), sem, contudo, haver
diferenca entre os maiores teores encontrados, que foram nas matrizes LI6 e LI2
(Figura 29, g). O consumo de Zn indicado para consumo é 15 mg dia* para homens
e 12 mg dia! para mulheres (MONSEN, 2000), devido a sua importante funcéo no
sistema imunoldgico, possui fun¢éo neuroprotetora, se liga a proteinas importantes no
combate de radicais livres e a sua deficiéncia esta associada a doenca degenerativas,
a exemplo da esclerose multipla (MEZZAROBA et al., 2019).

O teor de cobre (Cu) variou de 10,07 (Lp5) a 26,46 ug g* (Lpl) para L. pisonis,
ndo apresentando diferenca estatistica entre os maiores teores encontrados para as
matrizes Lpl, Lp2 e Lp6. E para a L. lanceolata a variagao foi de 14,16 (LI5) a 24,69
Mg gt (LI2), ndo apresentando diferenca estatistica entre os maiores teores
encontrados para as matrizes LI1, LI2, LI3 e LI6 (Figura 2 h, r). Segundo TRUMBO et
al. (2001) a dose de Cu recomendada para homens e mulheres é de 900 ug dia?. O
transporte do cobre é importante para a sintese de enzimas e um bom funcionamento
neural, pois atua na producao de neurotransmissores (KANTHLAL et al., 2016).

O teor de manganés (Mn) variou de 30,01 (Lp5) a 83,73 ug g* (Lp6) para L.
pisonis e 65,53 (Lp5) a 190,33 ug g* (Lp3) para L. lanceolata (Figura 2i, s). A dose de
Mn recomendada segundo Trumbo et al. (2001) é de 2300 e 1800 pg dia! para
homens e mulheres respectivamente. O Mn é responsavel pelo bom funcionamento
de alguns tipos de enzimas do organismo e a sua deficiéncia pode ocasionar um
retardamento no crescimento de partes do corpo (cabelo e unhas), inflamagéo na pele
e baixo peso (COMBET; BUCKTON, 2019).

Considerando o teor de selénio (Se), nas sementes de L pisonis a variagao foi
de 18,67 (Lpl) a 149,55 (Lp5) ug g1, enquanto para L. lanceolata os valores oscilaram
entre 5,73 (LI2) a 333,27 (LI5) ug g%, sendo que os maiores valores foram encontrados
para a matriz 5 de ambas as espécies (Figura 2j, t). Seu consumo indicado € de 55 ug
dia! para homens e mulheres com idade variando de 19 a > 70 anos, podendo ter um
consumo maximo de 400 pg dia' (MONSEN, 2000). De acordo o teor de selénio
encontrado multiplicado pela média da massa do endosperma (parte comestivel) das
sementes de cada matriz, para ambas as espécies, tem-se o valor em ug Se castanha
! para a L. pisonis Lp1 (66,83 pg), Lp2 (134,35 ug), Lp3 (221,26 ug), Lp4 (191,68 ug),
Lp5 (649,05 pg) e Lp6 (98,33 ug) e para L. lanceolata LI1 (190,99 ug), LI2 (21,14 pg),
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LI3 (73,82 ug), LI4 (169,84 pg), LI5 (883,16 ug) e LI6 (172,21 pg) (dados néo
mostrados). Levando em consideracdo a faixa do valor de referéncia de ingestao
minima e méaxima, todas as matrizes de L. pisonis podem ser indicadas para o
consumo humano de uma castanha dia, a excecdo da Lp5, que ultrapassa o valor
maximo, recomendando-se meia castanha dial. Para L. lanceolata, também se
recomenda a ingestdo de uma castanha dia™? para todas as matrizes, a excecdo da
LI2, que possui valores inferiores, necessitando de pelo menos trés castanhas dia™,
enquanto a LI5, que possui concentracdes superiores, sugere-se a ingestao de 1/3 de
uma castanha dia, para equivaler aos valores aceitaveis (55 a 400 ug g2).

Em estudos com quatros matrizes de L. pisonis localizadas nos estados do Piau
e Minas Gerais, Demoliner et al. (2018a) encontraram concentracdes de selénio
variando de 26,4 e 46,9 ug g}, resultados bem inferiores aos encontrados no presente
estudo, tendo uma diferenca de 149,55 ug g* para L. pisonis e 286,37 ug g para L.
lanceolata, quando comparado as matrizes com maior teor de Se. Em amostras do
estado do Para, Brito et al. (2019) encontraram concentracdes de Se variando de 1,2
a 151 yg gt e para 71 matrizes de castanha do Brasil distribuidas nas regides do Acre,
Mato Grosso, Roraima, Amapa e Amazonas, os teores de Se encontrados variaram
de < 0,5 a 146,6 ug g%, sendo observado que a concentracdo deste composto na
castanha pode ser influenciada pelo pH do solo, geologia e hidrologia (SILVA JUNIOR
et al., 2017; STATWICK; SHER, 2017).

Os maiores teores de antocianina foram encontrados para L. pisonis no
endosperma da Lpl e Lp4, com média de 71,79 mg 100 g* e no tegumento da Lp2
(9691,24 mg 100 g*?) (Figura 3a, b), enquanto em sementes de L. lanceolata os
maiores valores foram encontrados no endosperma da LI1, LI5 e LI6, com média de
24,28 mg 100 g e no tegumento da LI1 (10393,30 mg 100 g) (Figura 3k, I). As
antocianinas sdo pigmentos do grupo dos flavonoides envolvidas na coloracédo de
plantas, frutos, sementes e flores. Podem ser encontradas em muitas frutas, a
exemplo da Plinia trunciflora (MANNINO et al., 2020) e Prunus avium (LIANG et al.,
2020).

Antocianinas atuam como compostos antioxidantes no combate de radicais
livres, sendo comprovado, por exemplo, que idosos tiveram melhoras cognitivas

qguando tratados com ingestdo de mistilo (KRIKORIAN et al., 2020). A ingestao de
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suco de cranberry contribuiu para a reducdo de triglicerideos, pressédo arterial e
glicemia em idosos (NOVOTNY et al., 2015).

No presente estudo foi encontrado um menor DPPH no endosperma de
castanhas, quando comparado ao tegumento, sendo que as maiores porcentagens de
DPPH para L. pisonis, foram encontradas no endosperma da Lp4 e Lp5, e no
tegumento da Lp1l, Lp3 e Lp5 (Figura 3c, d). E para L. lanceolata no endosperma da
LI1 e LI3 e no tegumento da LI1 e LI4 (Figura 3m, n). Resultados semelhantes foram
encontrados por Demoliner et al. (2018b) para L. pisonis, que apresentaram uma

maior atividade antioxidante no tegumento, quando comparado ao endosperma.

Figura 3. Box plot com as caracteristicas dos compostos antioxidantes presentes em
castanhas de L. pisonis (a-j) e L. lanceolata (k-t). DPPHe. 2,2-difenil-1-picril-hidrazil

no endosperma, DPPHt. 2,2-difenil-1-picril-hidrazil no tegumento.
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Os maiores teores de fendlicos totais foram encontrados para L. pisonis no
endosperma da Lp4 (674,19 mg 100 g1) e no tegumento da Lp2 (5439,93 mg 100 g
1) (Figura 3e, f). E para L. lanceolata no endosperma da LI1 e LI6, com média de
466,72 mg 100 g* e no tegumento da LI1 (3972,51 mg 100 g*) (Figura 30, p). Em
estudos com L. pisonis o maior teor de fendlicos totais encontrado foi de 4134 mg 100
g para o endosperma e 37764 mg 100 g para o tegumento, sendo identificado 14 e
22 compostos fendlicos, respectivamente (DEMOLINER et al., 2018b). Também foram
encontrados os seguintes valores para castanha do Brasil (169,2 mg 100 g%),
castanha-de-caju (316,4 mg 100 g1), aveld (314,8 mg 100 g*), macadamia (497,8 mg
100 g!), amendoim (645,9 mg 100 g'), nogueira-peca (1463,9 mg 100 g*), pinhdo
(152,9 mg 100 g}, pistache (571,8 mg 100 g?) e nozes (1580,5 mg 100 gt) (YANG,
2009).

Os maiores teores de flavonois (subclasse dos flavonoides) foram encontrados
para L. pisonis no endosperma da Lp4 (3505,23 mg 100 g1) e no tegumento da Lp5
(16862,49 mg 100 g') (Figura 3g, h). E para L. lanceolata no endosperma da LI3
(3599,65 mg 100 g') e no tegumento da LI1 (12637,08 mg 100 g*) (Figura 3q, r).
Foram quantificados 0s seguintes teores de flavonoides para castanha do Brasil
(107,8 mg 100 g'), castanha-de-caju (63,7 mg 100 g), aveld (113,7 mg 100 g?),
macadamia (137,9 mg 100 g), amendoim (189,8 mg 100 g!), nogueira-peca (704,7
mg 100 g1), pinhdo (45,00 mg 100 g), pistache (143,3 mg 100 g) e nozes (744,8
mg 100 g1) (YANG, 2009). A catequina é o flavonoide mais encontrado em casca de
sementes de L. pisonis segundo Demoliner et al. (2018b) e atuam como fortes
antioxidantes capturando espécies reativas de oxigénio, podendo ter propriedades
quelantes sobre ions metalicos, os quais atuariam na producdo de espécies reativas
de oxigénio (BERNATONIENE; KOPUSTINSKIENE, 2018).

Os maiores teores de taninos condensados foram encontrados para L. pisonis
no endosperma da Lpl e Lp5, com média de 0,58 mg g e no tegumento da Lp1, Lp3,
Lp4 e Lp5, com média de 6,22 mg g (Figura 3i, j). E para L. lanceolata no endosperma
da LI5 e LI6, com média de 0,58 mg g* e no tegumento da LI1 e LI2, com média de
6,84 mg g (Figura 3s, t). Em estudos com L. pisonis, Demoliner et al. (2018b)
encontraram altos teores de taninos condensados no tegumento de sementes (123,81
mg g?), ndo sendo identificado taninos no endosperma, cujo valor foi superior ao

encontrado nos tegumentos das sementes em estudo. Os taninos sdo metabolitos
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secundérios, podendo atuar como agente de defesa em plantas contra predadores,
como observado por Zhang et al. (2013) em estudos com roedores, que tiveram uma
maior preferéncia em se alimentar de sementes com baixo teor de tanino. Também
possuem efeitos antioxidantes, como observado em testes com sementes de cevada,
cujas cultivares com maiores teores de taninos condensados e fendlicos totais
apresentaram um maior poder antioxidante e protecéo contra danos ao DNA (SALAR
et al., 2017).

Para L. pisonis, o poder antioxidante do endosperma (parte comestivel)
(DPPHe) esta relacionado principalmente com os contetdos de FTe. Também foram
observadas alta correlagdes positivas entre (P com K, Ca, Mg e FLe), (K com Ca, Mg
e FLe), (Mg com Ca e FLe), (Zn com Fe), (FTt com FLt), e (N com FTe) (Figura 4a).

Para L. lanceolata o FTt possui uma alta correlagdo positiva com a presenca
de At, FLt e TCt, sendo que o poder antioxidante do tegumento (DPPHt) aumenta em
funcdo da presenca de TCt. Outras correlagdes positivas encontradas foram (N com
Zn), (Mg com P, K, Cu e Mn), (K com Cu), (At com FLt) (Figura 4b). O Se € um dos
antioxidantes mais importantes presentes na composicdo das castanhas,
apresentando correlacao negativa com o Cu para L. pisonis (Figura 4a) e com o P, Mg

e Cu para L. lanceolata (Figura 4b).

Figura 4. Correlacdo de caracteristicas quimica para macronutrientes (N, P, K, Ca,
Mg e S) e micronutrientes (Fe, Zn, Cu, Mn e Se), fendlicos totais (FT, mg 100 g),
antocianinas (A, mg 100 g 1), flavonéis (FL, mg 100 g) e taninos condensados (TC,
mg g?!) em tegumento (t) e endosperma (e) de castanhas de L. pisonis (a) e L.

lanceolata (b). Legenda: significativo em nivel de *5%, **1% e ***0,1%.
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Fonte: a autora.

O poder antioxidante do tegumento de castanhas de L. pisonis foi associado a
presenca de compostos fendlicos (DEMOLINER et al., 2018b). Contudo, esta também
€ rica em taninos, composto caracteristico pela sua coloracdo amarronzada (ROBIL,;
TOLENTINO, 2015), sendo esta a coloracdo marcante do tegumento das castanhas
de ambas as espécies, e este possui alta correlagdo com o poder antioxidante do
tegumento, como observado no presente estudo para a L. lanceolata, enquanto o
poder antioxidante do endosperma foi correlacionado positivamente com os fendlicos
totais. Em estudos com B. excelsa, John e Shahidi (2010) encontraram maiores
concentracbes de compostos fendlicos na pelicula marrom que cobre a castanha
(1236,07 mg 100 g?), enquanto na noz inteira a concentracdo foi de 519,11 mg 100
g*. Em Garcinia mangostana, a casca também possui as maiores concentracdes de
compostos fendlicos quando comparado a parte comestivel (NACZK et al., 2011).

Observa-se também uma maior associagao positiva entre o Fe e Zn presentes
em castanhas de L. pisonis. Em estudos com castanha-de-caju, Xavier et al. (2019)
observaram que estes nutrientes se associam a proteinas e que apenas 1/3 sera
absorvido durante a digestdo nos seres humanos. Em andlise com diferentes tipos de
vegetais, observou-se também que o fésforo ndo estava presente em tecidos que
possuiam Fe e Zn com alto peso molecular (DELL'AQUILA; NEAL; SHEWRY, 2020).

No endosperma de castanhas de L. pisonis, o teor de FT foi correlacionado

positivamente com as concentracdes de nitrogénio presentes no endosperma. O teor
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de nitrogénio se correlaciona positivamente (0,99) com producdo de proteinas em
sementes (ALIAKBARKHANI et al., 2017). E estas podem se tornar mais sollveis e
modificar a constituicdo de seus aminoacidos na presenca de compostos fendlicos
(YAN et al., 2020).

Sementes de café sdo ricas fontes de compostos antioxidantes, apresentando
em seu pericarpo imaturo altas concentracdes de taninos e compostos fendlicos e na
semente madura a concentracdo de taninos decresce (PATAY et al.,, 2016). No
presente estudo as concentracdes de tanino foram maiores no tegumento, quando
comparado ao endosperma das sementes, sugerindo que além de atuar como um
antioxidante, também pode estar relacionado com a protecdo das sementes no
ambiente natural.

A PCA das concentracdes de nutrientes presentes em castanhas e folhas para
a espécie L. pisonis explicou 68,5% (PC1 + PC2) da variacado, cujas caracteristicas de
maior contribuicdo foram o MgC, MnF, CaC, KF, KC, PC, ZnF, ZnC, CuC e SeC. A
Lp4 e Lp6 estdo proximas da maioria dos nutrientes e a Lp5 esta mais préxima do Se,
0 qual possui uma forte associagdo com Zn e K da folha (Figura 5a). Para a L.
lanceolata a PCA explicou 71,4% da variacdo (PC1 + PC2), cujas caracteristicas de
maior contribuicdo foram o SeC, PC, KF, MnF, CuC, MgF, MgC, NC, FeC, CaF, KC e
CaC. A maior parte dos nutrientes presentes nas folhas e castanhas esta mais préxima
das matrizes LI1, LI2 e LI4. Nota-se também uma forte associacdo entre 0 Se da
castanha com os micronutrientes Zn e S da folha (Figura 5b).

Para a PCA das concentracdes de nutrientes presentes em castanhas e solo
na profundidade pl (0-20 cm) em L. pisonis, observa-se que a PCA explicou 77,2%
da variacdo (PC1 + PC2), sendo as variaveis que mais contribuiram o Pp1, MgC, CaC,
CTCTpl, Kpl, SBpl, Mnpl, Capl, H + Alpl, Mgpl, Vpl, pHpl, CuC, PC, KC, MnC e
Znpl. A maior parte das caracteristicas quimicas do solo esta mais proxima da Lp5,
estando o Se da castanha associado a elas com maior intensidade, principalmente
com a CTCT, Ppl e Kpl (Figura 5c). E para L. lanceolata, pode-se observar que a
PCA explicou 75,8% da variacdo (PC1 + PC2), sendo as caracteristicas de maiores
contribuicdes o Ppl, CuC, Alpl, SBpl, MgC, FeC, Cpl, Mopl, CTCTpl, H+Alpl,
Mnpl, KC, pHpl, ISNapl, SeC, PC, mpl e Kpl. A maior parte das variaveis esta

localizada no lado direito da PCA, proximo as matrizes LI1, LI2 e LI3, os quais se
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associam negativamente com o SeC, que esta mais proximo das matrizes LI1 e LI4
(Figura 5d).

Figura 5. Andlise de componente principal (PCA) de acordo com caracteristicas
nutricionais de castanha e folha (a, b); castanha e solo na profundidade p1 (0-20 cm)
(c, d) e castanha e solo na profundidade p2 (0-40 cm) (e, f) para matrizes (1, 2, 3, 4,
5 e 6) de L. pisonis (a, c, e) e L. lanceolata (b, d, f). N. Nitrogénio; P. Fosforo; K.
Potassio; Ca. Calcio; Mg. Magnésio; Fe. Ferro; Zn. Zinco, Cu. Cobre; Mn. Manganés,
S. Enxofre; Se. Selénio; pH. Potencial hidrogenidonico em agua; Al*3. Acidez trocavel;
H + Al. Acidez poténcial; C. Carbono; MO. Matéria organica; CTCt. Capacidade de
troca cationica efetiva; CTCT. Capacidade de troca catidnica; SB. Soma de bases
trocaveis; V. Saturacéo por bases; ISNa. indice de saturacéo por sodio para castanha
(C), folha (F) e solo nas profundidades p1 (0-20) e p2 (20-40).
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Fonte: a autora.

A PCA das concentracbes de nutrientes presentes em castanha e solo na
profundidade p2 (20-40 cm) para L. pisonis explicou 77,4% da variacdo (PC1 + PC2).
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As caracteristicas que mais contribuiram foram H + Alp2, CTCTp2, CaC, MgC, Vp2,
SBp2, pHp2, Mnp2, CuC, Cp2, Mop2, MnC, Pp2, Cap2, PC, Znp2, Mgp2, Alp2, mp2,
KC e Cup2. A maioria das caracteristicas se encontra do lado direito superior da PCA,
sendo este mais proximo das matrizes Lp4 e Lp5. Observa-se também que o SeC
possui uma alta associagéo positiva com o Kp2, CTCtp2, Cap2 e SBp2 (Figura 5e). E
para a L. lanceolata pode-se observar que a PCA explicou 71,2% da variacédo (PC1 +
PC2) dos dados, sendo as caracteristicas de maior contribuicdo o SBp2, FeC, MgC,
Pp2, CTCtp2, Vp2, MnC, Alp2, ISNap2, Cap2, Fep2, CTCTp2, PC, SeC, H+AIp2,
Znp2, Cp2, Mop2 e pHp2. A maioria das caracteristicas quimicas do solo estdo
proximas da LI6 e estes apresentam uma associacao negativa com o ISNap2. O SeC
esta mais préximo da LI5 e apresenta associagdo positiva com o Znp2, Cup2 e pHp2
do solo (Figura 5f).

No presente estudo 0 Se presente nas castanhas apresentou uma associacao
negativa com o Cu do solo, na profundidade de 0-20 cm, enquanto na profundidade
de 20-40 cm se associou positivamente. O teor de Se em castanha pode sofrer
influéncia do pH do solo, condi¢cdes geoldgicas e hidroldgicas, sendo correlacionado
positivamente com a argila e enxofre do solo nas profundidades de 0-20 e 20-40
(SILVA JUNIOR et al., 2017; STATWICK; SHER, 2017).

Em estudos com Brassica napus L. observou-se que o pH e o teor de enxofre
e sulfato no solo estdo relacionados com a absorcédo do Se pelas plantas, e que 0s
conteudos de enxofre e sulfato contribuem para um decréscimo do pH do solo (LIU et
al., 2017). Em plantas com capacidade excessiva ha acumulagéo de Se, observou-se
uma maior afinidade dos transportadores pelo Se, quando comparado ao S (PILON-
SMITS et al., 2009).

A absorcao de nutrientes por arvores frutiferas e seu transporte até os drenos
fortes (frutos e sementes) é um processo importante para a formacao de alimentos
ricos em compostos minerais e benéficos para o consumo humano (BARKER,;
STRATTON, 2020). Os nutrientes presentes nas plantas durante o periodo
reprodutivo, variam em fungé&o do transporte para os drenos, como observado por
Maity et al. (2017), que durante a formagao de frutos de Punica granatum L. houve
aumento dos nutrientes Ca, Mg, Mn e Cu, seguido pelo decréscimo do N, P, K, S, Fe
e Zn nas folhas. Em cultivares de feijao observa-se que os micronutrientes Fe, Zn e

Se reduziram na vagem durante o processo de maturacéo, indicando que estes foram
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translocados para a semente e que o0s polifendis presentes afetam a
biodisponibilidade do Fe (FIGUEIREDO et al., 2017).

4. CONCLUSOES

As castanhas (endosperma) das espécies L. pisonis e L. lanceolata séo ricas
fontes de macronutrientes e micronutrientes.

As matrizes Lpl, Lp2, Lp3, Lp4 e Lp6 de L. pisonis e LI1, LI2, LI4, LI6 de L.
lanceolata apresentam concentracbfes adequadas de selénio que permitem o
consumo humano de uma castanha dia.

O poder antioxidante das sementes é mais elevado no tegumento quando
comparado ao endosperma.

Para L. pisonis, o poder antioxidante do endosperma (DPPHe) (parte
comestivel) esta relacionado principalmente com os contetdos de fendlicos totais do
endosperma e, para L. lanceolata, o poder antioxidante do tegumento (DPPHt)

aumenta em funcdo da presenca de taninos condensados no tegumento.
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