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RESUMO

ROSA, Thuanny Lins Monteiro. Fisiologia de sementes e metabolismo
antioxidativo na emergéncia de Lecythis pisonis Cambess.: inferéncias sobre
temperatura 6tima e aptidao climatica para a semeadura. 2022. Tese (Doutorado
em Ciéncias Florestais) - Universidade Federal do Espirito Santo, Jerbnimo Monteiro,
ES. Orientador: Prof. Dr. Rodrigo Sobreira Alexandre. Coorientador: Prof. Dr. José
Carlos Lopes.

As mudancas climéaticas registradas nas ultimas décadas desencadearam uma severa
perda de biodiversidade. As temperaturas altas induzem alto esfor¢o reprodutivo das
arvores que nao é traduzido em alta producédo de sementes viaveis. A temperatura é
um dos fatores climaticos mais importantes a germinacao e emergéncia de plantulas
e desta forma identificar a adequada € um fator preponderante para a qualidade
fisiologica da semente e mudas. A espécie L. pisonis é uma promissora arvore, com
relevancia econdmica e ecoldgica, cuja propagacdo em ambiente controlado ainda
nao esta estabelecida. Neste contexto, objetivou-se encontrar a temperatura 6tima
para a emergéncia, analisar o efeito de diferentes temperaturas na bioquimica e
enzimas antioxidantes das sementes e a aptiddo climatica para a semeadura de L.
pisonis. Para isto, as sementes desta espécie foram submetidas a 10 temperaturas
diferentes em camaras de germinacdo. Analisou-se a germinacdo, vigor e
fenotipagem das mudas, bioquimica, enzimas do estresse oxidativo, peroxido de
hidrogénio e malonodialdeido em sementes recém-colhidas e com 10 e 20 dias do
processo germinativo. A temperatura 6tima para a emergéncia de plantulas de L.
pisonis € 30-35 °C e as letais sdo 20 e 20-25 °C. A quantidade de peroxido de
hidrogénio aos 10 dias é reduzida juntamente com o aumento da atividade das
enzimas catalase e ascorbato peroxidase na temperatura de 30-35 °C. A maior
guantidade de lipidios encontrada nas sementes de L. pisonis aos 10 dias é a 30-35
°C, no qual promove mudas com maior qualidade. A temperatura 6tima encontrada no
trabalho é confirmada com a faixa de temperatura dos locais de ocorréncia da L.
pisonis. E recomendada a semeadura da sapucaia de acordo com as temperaturas
maximas e minimas durante os meses de agosto a dezembro na Floresta Atlantica

(Espirito Santo, Bahia, Sergipe, Alagoas, Pernambuco, Paraiba e Rio Grande do



Norte) e na regido amazobnica (Maranhdo, Tocantins, Amapa, Para, Amazonas,
Roraima e Acre).
Palavras-chave: sapucaia, temperaturas, enzimas do estresse oxidativo, espécie

reativa de oxigénio, emergéncia de plantulas.



ABSTRACT

ROSA, Thuanny Lins Monteiro. Seed physiology and antioxidant metabolism in
the emergence of Lecythis pisonis Cambess.: inferences about optimal
temperature and climatic aptitude for sowing. 2022. Thesis (Doctorate in Forest
Sciences) — Federal University of Espirito Santo, Jerdbnimo Monteiro, ES. Advisor:

Rodrigo Sobreira Alexandre. Co-advisors: José Carlos Lopes.

The climate changes registered in the last decades have triggered a severe loss of
biodiversity. High temperatures induce a high reproductive effort of trees that is not
translated into high production of viable seeds. The temperature is one of the most
important climatic factors to the germination and emergence of seedlings and in this
way to identify the adequate one is a preponderant factor for the physiological quality
of the seed and seedlings. The species L. pisonis is a promising tree, with economic
and ecological relevance, whose propagation in a controlled environment is not yet
established. In this context, the objective was to find the optimal temperature for
emergence, to analyze the effect of different temperatures on the biochemistry and
antioxidant enzymes of the seeds and the climatic aptitude for the sowing of L. pisonis.
For this, the seeds of this species were submitted to 10 different temperatures in
germination chambers. Germination, vigor and phenotyping of seedlings,
biochemistry, oxidative stress enzymes, hydrogen peroxide and malondialdehyde
were analyzed in intact seeds and at 10 and 20 days of germination process. The lethal
and optimal temperatures for the emergence of L. pisonis seedlings are 20, 20-25 and
30-35 °C, respectively. The amount of hydrogen peroxide at 10 days is reduced along
with an increase in the activity of catalase and ascorbate peroxidase enzymes at a
temperature of 30-35 °C. The highest amount of lipids found in the seeds of L. pisonis
at 10 days is at 30-35 °C, which promotes seedlings with higher quality. The optimal
temperature found in the work is confirmed with the temperature range of the places
where L. pisonis occurs. Sapucaia sowing is recommended according to maximum
and minimum temperatures during the months of August to December in the Atlantic
Forest (Espirito Santo, Bahia, Sergipe, Alagoas, Pernambuco, Paraiba and Rio
Grande do Norte) and in the Amazon region (Maranhdo, Tocantins, Amapa, Para,

Amazonas, Roraima and Acre).



Keywords: sapucaia, temperatures, oxidative stress enzymes, reactive oxygen

species, seedling emergence.
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1. INTRODUCAO

As mudancas climaticas registradas nas ultimas décadas desencadearam uma
severa perda de biodiversidade. As temperaturas altas aceleram o metabolismo das
plantas, induzindo o esfor¢co reprodutivo das &rvores que produzem mais flores,
entretanto a polinizacdo delas ndo sao efetivas gerando alta producdo de sementes
inférteis. As espécies cujas sementes sao consideradas pesadas precisam de alguns
anos para poder recuperar a energia dispendida na floracao e frutificacdo e voltar a
produzir flores e frutos em grande quantidade novamente, resultando na alternancia
de producdo (MONKS et al.,, 2016; CHOI et al., 2021; KIJOWSKA-OBERC et al.,
2021). A espécie Lecythis pisonis Cambess. (Lecythidaceae) € uma arvore que produz
frutos grandes e sementes com castanhas, nativa do hotspot de biodiversidade
Floresta Atlantica e Floresta Amazonica. Suas sementes s&o ricas fontes de nutrientes
e compostos bioativos, a exemplo do selénio (Se) e fendis (DEMOLINER et al., 2018a;
ROSA et al., 2020). Possuem relevancia econdmica e alimenticia, sendo também,
uma espécie indicada para restauracdo florestal (BRANDAO et al., 2013;
RODRIGUES et al., 2015; DEMOLINER et al., 2018b).

As espécies florestais nativas tém um grande poder de regenerar-se e fazem
isto por meio de sementes e, particularmente com a espécie L. pisonis, a germinacao
e emergéncia de plantulas é desuniforme, variando fortemente em funcéo da planta
mae e localizacdo geografica, com valores de 3 a 93% em condi¢cdes de viveiro
(ARAUJO, 2020) e de 0 a 50% em temperatura de 25 °C (ROSA et al., 2020). Nas
instrucbes para andlise de sementes de espécies florestais as temperaturas
recomendadas para a L. pisonis sdo 20-30; 25 e 30 °C, alcancando 50% de
emergéncia na maior temperatura (BRASIL, 2013). Isto indica uma alta variabilidade
genética entre individuos da mesma espécie, o0 que permite que estes respondam de
forma distinta as mudancas climaticas do ambiente.

A atividade enzimatica e os compostos de reservas presentes em semente,
também influenciam na sua resposta germinativa. Os lipidios, proteinas e carboidratos
sdo mobilizados durante o processo germinativo para a producdo de energia e
formac&o de novas células (BEWLEY et al., 2013; OZACAR et al., 2019). As enzimas
do sistema antioxidante atuam para mitigar o efeito das espécies reativas de oxigénio

(ERO), como o peroxido de hidrogénio, o anion superoxido e o radical hidroxila em
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substancias nao téxicas para manter a homeostase celular. As ERO em baixas
concentracfes atuam como sinalizadores de diversos estresses abidticos, entretanto,
sua superproducdo causa oxidacdo da camada de fosfato lipidico das células
vegetais, levando a senescéncia e morte celular. Dentre estas enzimas temos
superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxidase (POD) e ascorbato
peroxidase (APX) (DAWOOD; AZOOZ, 2020; TAVANTI et al., 2021).

A andlise das enzimas do estresse oxidativo e as EROs s&o marcadores
bioquimicos importantes no que se refere a tratamentos com temperaturas e
estresses. O aumento das concentracdes destas enzimas atenua efeitos negativos do
estresse salino, da toxicidade de herbicidas e do estresse térmico, no qual a tolerancia
ao estresse térmico pode promover o aumento da ativacdo enzimatica de CAT e APX
e a expressao de proteinas de choque térmico (KIBINZA et al., 2011; ERGIN et al.,
2016; DAWOOD; AZO0Z, 2020; FAIZAN et al., 2021; ZHANG et al., 2021).

A manutencéo da diversidade genética e a propagacao das espécies arboreas
no seu ambiente natural, ocorre naturalmente via sementes, sendo a emergéncia de
plantulas um estégio critico no ciclo de vida da planta. A temperatura € um dos fatores
gue mais influencia nesta etapa, revelando a importancia de se encontrar uma
temperatura adequada que maximize a emergéncia das espécies de interesse
(CARVALHO; NAKAGAWA, 2012; GALINDEZ et al., 2017).
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2. OBJETIVOS

2.1.GERAL

Encontrar a temperatura 6tima para a emergéncia, analisar o efeito de diferentes
temperaturas na bioquimica e enzimas antioxidantes das sementes e a aptidado

climética para a semeadura de L. pisonis.

2.2.ESPECIFICO

Encontrar a temperatura 6tima para a emergéncia, vigor e qualidade de plantulas de
L. pisonis;

Analisar o efeito das temperaturas nos compostos bioquimicos lipidios, acucares
soluveis, fendis, proteinas, amido e fibras das sementes de L. pisonis com 10 e 20
dias do processo germinativo;

Analisar o efeito das temperaturas nas enzimas catalase, peroxidase, ascorbato
peroxidase e superoxido dismutase, no peroxido de hidrogénio e no malonodialdeido
em sementes de L. pisonis com 10 e 20 dias do processo germinativo;

Fazer um zoneamento climatico para a semeadura de L. pisonis no Brasil.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. SAPUCAIA (Lecythis pisonis)

A sapucaia (L. pisonis), pertencente a familia Lecythidaceae, € conhecida
também como sapucaia vermelha, castanha sapucaia, cumbuca de macaco, cagcamba
do mato e marmita de macaco. E uma arvore brasileira de grande porte, as mais altas
atingem dimensdes proximas a 50 m de altura e 150 cm de DAP (diametro a altura do
peito, medido a 1,30 cm do solo) na idade adulta (CARVALHO, 2006).

E uma planta decidua durante a estacdo seca, heli6fita e caracteristica das
matas Umidas da costa atlantica, porém tolera ambientes abertos. Suas folhas séo
membranaceas e finas, apresentando coloracdo résea quando novas (LORENZI,
2009), possuindo alta atividade antioxidante que, pode estar associada com elevados
niveis de fendis e flavonoides (FERREIRA et al., 2014) e tornam-se coriaceas e
glabras quando maduras, com filotaxia alterna (CARVALHO, 2006).

Apresenta potencial madeireiro e ndo madeireiro. Sua madeira €
moderadamente pesada, com densidade de 0,88 g cm3, apropriada para obras
externas como postes, dormentes, janelas, ripas, moirdes, estacas, mastros, caibros,
tacos, vigas, cabos de ferramentas, dentre outros (LORENZI, 2009).

Quanto ao potencial ndo madeireiro, a sapucaia é utilizada em sistemas
agroflorestais com cacau para o sombreamento e tem capacidade de producéo de
muitos frutos, contendo castanhas apreciadas e consumidas por indios e € muito
atrativa a fauna (RIBEIRO, 2010; OLIVEIRA et al., 2012; RODRIGUES et al., 2015).
As castanhas de sapucaia sao ricas em elementos minerais, vitaminas, lipideos,
proteinas, aminoacidos essenciais, valor calérico e compostos fendlicos, com a
composicdo nutricional comparavel com a castanha do Brasil (BARRETO;
CAVALCANTI, 1947; VALLILO etal., 1998; DENADAI et al., 2007; SOUZA et al., 2008;
CARVALHO et al., 2012; DEMOLINER et al., 2018a,b).

Além destes imprescindiveis componentes nutricionais, a sapucaia ainda tem
selénio em suas castanhas (VALLILO et al., 1998). O selénio é um elemento quimico
capaz de promover muitos beneficios a salde humana, como o0 aumento da
resisténcia pelo sistema imunolégico e a protecdo contra acdo nociva de metais
pesados, a prevencdo de doencas crbnicas ndo transmissiveis e ainda tem funcgao
antioxidante (HOLBEN; SMITH, 1999; NAVARRO-ALARCOM; CABRERA-VIQUE,
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2008). O efeito das selenoproteinas, pela ingestdo de uma castanha do Brasil ao dia,
foi uma resposta positiva em idosos com comprometimento cognitivo leve, auxiliando
0 raciocinio e aumentando a velocidade de resposta deles (CARDOSO et al., 2015).

No ambito da medicina tradicional, as folhas da sapucaia sdo usadas em
banho, para o tratamento de prurido no corpo (SILVA et al.,, 2012) e o 6leo das
sementes € usado como um emoliente na reducao da dor muscular (AGRA; FREITAS;
BARBOSA, 2007). A sapucaia pode ser considerada uma boa fonte de energia, com
valores superiores a outras améndoas, como noz de aveld, castanha de caju,
améndoa do licuri e até mesmo a castanha do Brasil (SOUZA et al., 2008).

A sapucaia é uma espécie com sistema reprodutivo preferencialmente
alégamo, em que os agentes de dispersdo do pélen sdo as abelhas e das sementes
0s morcegos e o homem (MORI; PRANCE, 1990; SAMPAIO, 2000). A floragao ocorre
de setembro a outubro, com a copa na coloracéo lilas, devido a nova folhagem rosada;
e a maturacao dos frutos, nos meses de agosto a setembro. Quanto as sementes, sua
viabilidade € curta, ndo ultrapassando 90 dias, sendo recomendado colocar as
sementes para germinar logo apés serem colhidas (LORENZI, 2009).

As caracteristicas, tamanho dos frutos, nimero de sementes por fruto e
tamanho das sementes sdo muito variaveis em arvores tropicais (CRUZ; CARVALHO,
2003), sendo dependentes dos fatores climaticos locais como: temperatura, umidade
relativa do ar e luminosidade caracteristicas dessas regifes. Rosa et al. (2019)
encontraram divergéncia genética na sapucaia quanto a biometria de frutos e

sementes.

3.2. QUALIDADE FISIOLOGICA DE SEMENTES

A qualidade fisiolégica de uma semente pode ser definida como a capacidade
de realizar funcdes vitais, determinada pela germinacdo, vigor e longevidade.
Determinar o potencial maximo de germinacdo é um dos parametros mais utilizados
para analisar a qualidade fisiologica de diferentes lotes de sementes sob condicdes
favoraveis (BEWLEY; BLACK, 1983; POPINIGIS, 1985; BRASIL, 2009; CARVALHO;
NAKAGAWA, 2012).

A qualidade de uma semente engloba todos os atributos que afetam a sua
capacidade de originar plantas de alta produtividade, sejam eles fisicos, genéticos,
sanitarios e fisiologicos (MCDONALD JUNIOR, 1975; POPINIGIS, 1985). Sua

importancia € evidenciada desde a uniformidade da populacéo, o alto vigor e a maior
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produtividade até o armazenamento das sementes. Dentre os fatores que afetam esta
qualidade, a condicdo climatica € destacada, visto que na fase final da maturacéo,
compreendida pela dessecagdo, um ambiente chuvoso manteria um alto teor de agua
nas sementes por um periodo excessivo, levando a uma rapida deterioracédo
(CARVALHO; NAKAGAWA, 2012). Isto € tao relevante que a civilizacao foi possivel
ao passo gque as sementes puderam ser armazenadas de um ano agricola para o
outro. Por possuir o clima predominantemente seco, no Egito armazenavam as
sementes de forma simples, tendo a regido o primeiro grande impulso da agricultura
e é considerado o berco da civilizacdo (HARRINGTON, 1972). Isto € bem ilustrado na
histdria biblica de José do Egito que interpretou o sonho do faraé como sete anos de
seca e outras calamidades apds sete anos de bonanca. Acreditando em José, o farad
ordenou a estocagem dos gréos nos anos de bonanca e salvou o Egito (CARVALHO;
NAKAGAWA, 2012).

Outros fatores que afetam a qualidade das sementes sdo o vigor das plantas
que deram origem, principalmente seu status nutricional; o grau de maturacdo no
momento da colheita, ou a semente nao terd atingido o maximo vigor ou pode ja ter
iniciado a deterioracdo; o ataque de pragas e doencas; 0 grau de injuria mecanica,
secagem das sementes; tamanho e densidade das sementes; e tipo de embalagem
no armazenamento das sementes (POPINIGIS, 1985; CARVALHO; NAKAGAWA,
2012).

Para que se tenha conhecimento da qualidade real de um lote de sementes, é
necessario possuir métodos que permitam obter resultados uniformes e comparaveis
entre diferentes analises e laboratérios. A fim de se alcancar este objetivo, é
imprescindivel a  disponibilidade de instalagbes adequadas, pessoal
convenientemente treinado e métodos uniformes, bem como um programa de
pesquisa em analise de sementes que procure desenvolver novos métodos e
aprimorar os ja existentes (MARCOS FILHO, 1994; McDONALD JR, 1998). Porém
muitas espécies florestais nativas brasileiras ndo possuem metodologias apropriadas
para a andlise da qualidade fisiolégica (PINA-RODRIGUES et al., 2006).

A qualidade fisiolégica das sementes florestais é geralmente avaliada por meio
dos testes de germinacdo. Estes testes sdo efetuados em laborat6rio sob condicdes
controladas, uma vez que no campo ocorrem flutuagdes ambientais que podem alterar
o comportamento das sementes (FIGLIOLIA et al., 1984). Dentro das lecitidaceas a

qualidade fisiolégica foi analisada pela germinacéo e vigor ex vitro de Bertholletia
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excelsa (FRAZAO et al. 1984; SILVA et al., 2009), Couratari stellata (CRUZ;
CARVALHO, 2003), Gustavia augusta (SILVA et al., 2014), Lecythis lurida (DUARTE
et al., 2020), Lecythis pisonis (ARAUJO et al., 2020; ROSA et al., 2020) e Lecythis
lanceolata (ARAUJO, 2020).

Além dos testes de germinacdo, o teste de condutividade elétrica € uma
alternativa rapida de avaliacdo da qualidade fisiologica das sementes florestais,
incluindo a lecitiddcea Cariniana legalis, quando comparado ao teste padrdo de
germinacao, fornecendo informacgdes precisas quanto ao seu desempenho (GUOLLO
et al., 2017). Assim como para as sementes de C. estrellensis, em que a
recomendacao é a embebicdo das sementes por 48 horas, sendo que este periodo foi
eficiente na classificagéo dos lotes quanto ao vigor (KOPPER, 2008).

As sementes de C. legalis foram classificadas como recalcitrantes por Régo
(2002), entretanto sua viabilidade mantém-se por até 12 meses em camara seca ou
fria, porém perdem a viabilidade a medida que se prolonga o armazenamento. Anos
depois, esta espécie foi classificada como de comportamento ortodoxo de acordo com
a qualidade fisioldgica durante o armazenamento (ABREL, 2009).

3.3. BIOQUIMICA DE SEMENTES

As sementes acumulam reservas nutritivas, armazenadas principalmente na
forma de carboidratos, lipidios e proteinas (LIMA et al., 2008). Além dessas
biomoléculas, outros compostos tém demonstrado um papel fundamental durante a
germinacdo como aminoacidos e poliaminas (SANTA-CATARINA et al., 2006; DIAS
et al., 2009; PIERUZZI et al., 2011). Tais reservas acumuladas nos cotilédones e no
endosperma durante o desenvolvimento da semente sdo consumidas durante a
germinacao visando a formacdo de uma plantula (BUCKERIDGE et al., 2004). A
proporcao desses compostos pode variar de espécie para espécie ou entre espécies
de uma mesma familia (BEWLEY; BLACK, 1994; MARCOS-FILHO, 2005).

Alguns estudos tém mostrado o papel de determinados compostos, como
aminoacidos e poliaminas, durante o desenvolvimento das sementes (ASTARITA et
al., 2003; SANTA-CATARINA et al., 2006), bem como a sua mobilizagdo durante a
germinacao (DIAS et al., 2009; PIERUZZI et al., 2011) em espécies arboreas nativas.
Foi demonstrado por estes autores que 0s niveis destes compostos séo alterados
durante os diferentes periodos desses processos.

As plantas tém capacidade de converter didxido de carbono, agua e ions
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inorganicos em compostos organicos compativeis com a necessidade da célula, como
carboidratos a partir da utilizacdo da energia luminosa (TAIZ; ZEIGER, 2009). A
disponibilidade de acucares é um importante direcionador do crescimento e
desenvolvimento embrionario e na germinacdo de sementes, uma vez que estes
compostos atuam tanto como substrato intermediario para o metabolismo e como
moléculas sinalizadoras (SMEEKENS et al., 2010).

Os carboidratos podem ser agrupados em monossacarideos, dissacarideos,
oligossacarideos e polissacarideos. As pentoses e as hexoses (glicose, frutose e
galactose), sdo 0os monossacarideos mais comuns e mais importantes nos seres
vivos. Os oligossacarideos constituem cadeias curtas de monossacarideos, unidas
por ligacdes glicosidicas, sendo que 0s mais importantes para 0s seres Vvivos Sa0 0S
dissacarideos sacarose (formada por uma molécula de glicose e uma de frutose),
maltose (formado por duas moléculas de glicose) e lactose (formado por uma
molécula de glicose e uma de galactose). Os polissacarideos sé&o polimeros que
contém mais de 20 unidades de monossacarideos, e sao representados nas sementes
pelo amido, pelas hemiceluloses e pela celulose (ANDERSON, 1998).

Estudos com carboidratos tém mostrado que estes influenciam o
desenvolvimento do embrido e a germinacdo. Estas reservas sao utilizadas pelo
embrido como fonte de energia e substrato em nivel celular no processo germinativo
da semente (CROZIER et al., 2000, FERREIRA et al., 2009). Na fase de
desenvolvimento do embrido ocorre a sintese de agucares totais soluveis, atuando
como fonte de esqueletos carbbnicos e/ou como sinalizadores, sendo também,
indispensaveis aos embrides para torna-los metabolicamente quiescentes e tolerantes
a dessecacao (BAUD et al., 2002, DEKKERS et al., 2004; GIBSON, 2005).

Adicionalmente, a sacarose, principal produto de fixagdo de carbono durante a
fotossintese € o principal carboidrato translocado pelas plantas, possui importantes
funcBes na planta, como a regulacdo metabdlica, sinalizacdo celular e expressao de
genes, determinagdo do desenvolvimento e diferenciacdo celular, e como composto
de reserva, ajudando a manter a pressdo osmoética no citosol (SALISBURY; ROSS,
1992; CHOUREY et al., 1995; ARENAS-HUERTERO et al., 2000; TEIXEIRA, 2005).
Este € o principal agucar solavel encontrado nas sementes, fornecendo substrato para
a sintese de amido e frutanos. A sacarose é armazenada principalmente no vacuolo,
que compreende cerca de 70% do volume da célula (AVIGAD; DEY, 1997).

Alguns estudos tém mostrado o papel dos carboidratos durante o
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armazenamento das sementes e manutencao da viabilidade. Os acUcares soluveis,
glicose, sacarose e frutose, presentes nas sementes atuam como reservas de
utilizacéo rapida e constituem importante protecao, limitando os danos causados pela
dessecacdo em sementes maduras (BUCKERIDGE et al., 2000). Adicionalmente,
estdo envolvidos em respostas a varios estresses e atuam como sinais metabolicos
que ativam hormonios especificos via transducéo de sinal (COUEE et al., 2006).

Outras biomoléculas essenciais para constru¢cdo de enzimas e proteinas
importantes para estrutura e metabolismo das plantas sdo os aminoé&cidos, que
servem como fonte de nitrogénio organico para a sintese de uma grande variedade
de compostos essenciais para 0 seu desenvolvimento, como, nucleotideos, clorofila,
horménios e metabolitos secundarios (TEGEDER, 2012). Estes compostos
desempenham importantes fun¢gées como transportadores de nitrogénio nas plantas,
reguladores em diversos processos envolvidos em resposta a diferentes condicdes
ambientais e para a qualidade nutricional das proteinas presentes nas sementes
(AZEVEDO et al., 2006).

Durante o desenvolvimento das sementes, os aminoacidos sdo armazenados
em proteinas de reserva (BUCKERIDGE et al., 2004), e durante a germinacgéo, essas
proteinas armazenadas sdo degradadas, e os aminoacidos hidrolisados, liberam
grandes quantidades de amonio, que serdo reassimilados, sintetizando moléculas
nitrogenadas para o crescimento da plantula (GUIMARAES, 1999; CANTON et al.,
2005).

Dentre os aminoacidos, arginina, metionina, prolina e glutamato estéo direta ou
indiretamente envolvidos em respostas a regulacdo da planta a varios sinais
ambientais, incluindo luz e disponibilidade mineral, bem como estresses bidticos e
abioticos (BAUM et al., 1996; STRIZHOV et al., 1997; NUCCIO et al., 1999; HOFGEN
et al., 2001). Estudos com espécies arbéreas mostram que os niveis endégenos de
aminoacidos sofrem variagdes ao longo do processo de desenvolvimento embrionéario
(ASTARITA et al., 2003; SANTA-CATARINA et al., 2006) e germinativo (DIAS et al.,
2009; PIERUZZI et al., 2011), sugerindo que estas moléculas estdo associadas a
estes processos.

Durante a deterioracdo de sementes, a degradacdo dos aminoacidos, devido a
sintese ou ativacdo de grande quantidade de enzimas proteoliticas, pode provocar
alteracbes no funcionamento das ceélulas em funcdo de sua importancia como

precursores de substancias essenciais, participando em reagfes metabdlicas vitais e
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por constituirem unidades basicas para a sintese de proteinas (PAULA et al., 1998).
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4. METODOLOGIA

4.1. EMERGENCIA

As sementes foram colhidas em uma fazenda situada numa regido de alta
ocorréncia da espécie, municipio de Laranja da Terra/Espirito Santo, Brasil, sob as
coordenadas 19°47°05,33” S e 41°09'17,05” O. Estas sementes foram conduzidas ao
Laboratorio de Sementes Florestais, Jerdbnimo Monteiro/Espirito Santo, Brasil.

A fim de caracterizar o lote de sementes, foi feita a biometria constando das
caracteristicas comprimento, largura, espessura, massa e teor de agua das sementes.
Foram separadas 100 sementes aleatoriamente, divididas em quatro repeticdes,
medindo-se: o comprimento entre o 4pice e a base, a maior largura e maior espessura
de cada semente dentro de cada repeticao, com o auxilio de um paquimetro digital 6”
(Zaas Precision, Piracicaba-Sao Paulo, Brasil) com precisédo de 0,01 mm. Também foi
pesada cada semente, em balanga com precisédo de 0,0001 g para obter a massa das
sementes. O teor de agua das sementes foi determinada pelo método da estufa a 105
+ 3 °C, por um periodo de 72 horas, até massa constante, com quatro repeticdes de
10 sementes utilizando a seguinte equacao: U = 100 (Pl - PF)/Pl, em que U
corresponde a umidade (%), Pl e PF correspondem ao peso inicial (g) e ao peso final
(g) das sementes, respectivamente (BRASIL, 2009).

O teste de emergéncia e vigor foram realizados utilizando-se 100 sementes
recém-colhidas, semeadas em bandejas plasticas com fundo furado para drenagem e
aeracdo do substrato comercial Vivato® (autoclavado por 30 minutos a 121 °C e 1
atm). Foram dispostas em camaras de germinacgéo tipo BOD (Biochemical Oxigen
Demand, Eletrolab, S&o Paulo, Brasil), sob temperatura de acordo com o tratamento,
sem fotoperiodo. Os tratamentos foram: T1. 20; T2. 25; T3. 30; T4. 35; T5. 20-25; T6.
20-30; T7. 20-35; T8. 25-30; T9. 25-35; T10. 30-35 °C. O delineamento experimental
utilizado foi o inteiramente casualizado, com 10 tratamentos e quatro repeticdes de 25
sementes cada, analisando-se diariamente a emergéncia (BRASIL, 2009), indice de
velocidade de emergéncia (IVE) (MAGUIRE, 1962) e o tempo médio de emergéncia
(TME) (LABOURIAU, 1983). Ao final de 53 dias foi avaliada a porcentagem final de
emergéncia de cada tratamento e registrada a temperatura das plantulas em cada
tratamento por meio de camera termal FLIR T430sc e a temperatura do substrato com

termbémetro Xtrad XT-1234, além da fenotipagem das mudas, medindo comprimento
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da parte aérea, diametro do coleto, comprimento da raiz principal, didametro da raiz
principal, nUmero de gemas e numero de raizes laterais, massa seca da parte aérea
e raiz.

Adicionalmente as sementes do experimento de germinacao, foram inseridas
duas repeticdes a mais de 25 sementes em cada tratamento, que foram retiradas com
10 e 20 dias apdés a montagem do experimento, lavadas em agua destilada e

acondicionadas ao freezer -80 °C (Thermo Scientific®) para andlises posteriores.

4.2. ANALISE ENZIMATICA

Para a andlise das enzimas do estresse oxidativo catalase, peroxidase,
ascorbato peroxidase e superoxido dismutase foi feita uma extragdo com 100 mg de
sementes trituradas armazenadas no freezer -80 °C de cada tratamento e nos tempos
0, 10 e 20 dias apés montagem do experimento de emergéncia.

A quantificagéo do H20: foi feita utilizando 0,2 g de sementes trituradas com
nitrogénio liquido e do malonodialdeido foi feita conforme Velikova et al. (2000),
utiizando 50 mg de sementes trituradas. Suas determinacdes foram
espectrofotométricas e a absorbancia das amostras foi comparada com a absorbancia

obtida com quantidades conhecidas.

4.3. BIOQUIMICA

Para a realizacdo das analises bioquimicas, as sementes foram trituradas e
secas a 45 °C até peso constante. A extracdo constou de quatro repeticbes com
amostras de 250 mg, segundo o protocolo adaptado de Bligh e Dyer (1959). Foi feita
a série etandlica (98, 80 e 50) e cloroférmio, mantendo as amostras em banho maria
a 80 °C por 20 minutos e centrifugando-as a 10000 rpm por 10 minutos. Como
resultado, obteve-se uma fase solida e trés fases liquidas, uma hidrofilica e duas
hidrofébicas.

Para a realizacdo do teor de lipidios totais utilizou-se as partes hidrofobicas
precipitadas da extragdo, mantendo-as 12 horas de repouso, com posterior secagem
em estufa a 60 °C até peso constante. Para o teor de acUcares solluveis totais,

adicionou-se antrona 0,2% e etanol 80% na soluc&o hidrofilica, mantendo em banho
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maria a 100 °C por 15 minutos. A leitura foi feita no comprimento de ondas 620 nm
em espectrofotometro Drawell EEQ-9507 (YEMM; WILLIS, 1954).

Para analise de fendis soluveis totais adicionou-se alcool 80%, Folin-Ciocalteau
10% e carbonato de sédio 4% na solucdo hidrofilica. Em seguida, as amostras
permaneceram no escuro durante 30 minutos para posterior analise em
espectrofotometro Drawell EEQ-9507 a 760 nm (SWAIN; HILLLS, 1959).

Para analise do teor de proteinas totais, foi acrescentado junto ao pellet
hidréxido de potéssio (KOH) 0,2 M, seguido por banho maria a 75 °C durante 2 horas.
As amostras foram levadas para centrifuga a 10000 rpm durante 10 minutos,
retirando-se o sobrenadante. O extrato foi diluido em KOH 0,2 M e solucdo de
Bradford, seguido por um repouso de 10 minutos para a realizacdo da leitura em
espectrofotometro Drawell EEQ-9507 no comprimento de ondas 595 nm
(BRADFORD, 1976).

Para a obtencdo do amido, tratou-se o pellet resultante da extracdo das
proteinas com acido cloridrico (HCI) 3%, incubando a 80 °C durante trés horas e trinta
minutos, seguido por uma centrifugagcédo a 10000 rpm por 10 minutos, retirando-se o
sobrenadante para a realizacdo da leitura em espectrofotometro Drawell EEQ-9507
no comprimento de ondas 620 nm. Sendo o pellet resultante da extracdo do amido

seco em estufa a 60 °C até peso constante para a obtencéo de fibras.

4.4. ANALISE ESTATISTICA

O delineamento do experimento foi inteiramente casualizado, com quatro
repeticdes por tratamento. Os dados de emergéncia, vigor, bioquimica, enzimas,
perdxido de hidrogénio e malonodialdeido foram interpretados estatisticamente por
meio de andlise de variancia e teste F (p<0,05) e as médias submetidas ao teste de
Tukey para comparagao entre os tratamentos. Foi feito o contraste ortogonal para
verificar a diferenga entre grupos de tratamentos. Foi utilizado o programa estatistico
R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2017).
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5. RESULTADOS

As sementes de L. pisonis apresentaram média de comprimento de 39,1 mm,
largura de 22,4 mm, espessura de 16,1 mm e massa de 7,2 g cada semente. O teor
de agua das sementes no momento da montagem do experimento foi de 7,7% e as
temperaturas do substrato e das plantulas em cada camara de germinacdo pode ser

vista na Figura 1.

(A) (B)

T°C T°C T°C UR ' % EViE
(BOD) (substrato) (plantula) %

20 19,8 1 72,2

25 23,2 26,0 73,5

30 28,3 309 78,5

35 33,3 354 77,0

20-25 25,5 1 75,2

20-30 26,6 278 70,5

20-35 29,8 355 72,7

25-30 25,3 281 73,0

25-35 30,1 257 80,7

30-35 308 329 815 : e R

ol <N 7.7 2
Figura 1. (A) Temperaturas (T °C) das camaras de germinacdao tipo BOD, do substrato

amiann. o

e das plantulas e a umidade relativa média em cada tratamento e (B) imagens
termogréficas dos tratamentos a. 20 °C, b. 25 °C, c¢. 25-35 °C, d. 30 °C, e. 35 °C, f. 30-
35 °C aos 53 dias de montagem do experimento de emergéncia. ‘Ndo houve

germinacao nas temperaturas fixa de 20 °C e alternada de 20-25 °C.

Dentre os tratamentos, houve diferenca significativa para todas as
caracteristicas de emergéncia, vigor e fenotipagem analisadas (Figura 2). Destaca-se
que os tratamentos 20 e 20-25 °C n&o constam na Figura 2 por ndo produzirem

plantulas.
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Figura 2. Emergéncia (E), indice de velocidade de emergéncia (IVE), tempo médio de
emergéncia (TME), comprimento da parte aérea (CPA), comprimento de raiz (CR),
didametro do coleto (DC), numero de gemas (NG), massa seca da parte aérea (MSPA),
massa seca de raizes (MSR), massa seca total (MST), relagdo comprimento da parte
aérea e diametro do coleto (CPA/DC) e indice de qualidade de Dickson (IQD) de L.
pisonis aos 53 dias em temperaturas controladas em camaras de germinacao tipo
BOD. Médias seguidas pela mesma letra na coluna dentro de cada variavel entres as
diferentes temperaturas fixas e alternadas nao diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05).
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A temperatura de 30-35 °C proporcionou resultados superiores para todas as
caracteristicas estudadas, produzindo mudas de maior qualidade. Dentre as
temperaturas fixas, a de 30 °C foi a que proporcionou maior emergéncia (Figura 2).

As sementes em processo de germinagao na temperatura de 30-35 °C tiveram
reducéo de 52,4% de H202 comparada a semente recém-colhida, n&o diferindo entre

os tempos de 10 e 20 dias (Figura 3).

APX (umol min-t mg? proteina)

H,0, (umol g PF)

CAT (umol min't mg! proteina) POD (umol min't mg? proteina)

a

25 30 35 20-30 20-35 25-30 25-35 30-35 RC 25 30 35 20-30 20-35 25-30 25-35 30-35 RC

= 10 dias ® 20 dias = 10 dias = 20 dias

Figura 3. Peroxido de hidrogénio (H202, umol g peso fresco), ascorbato peroxidase
(APX, umol min't mg* proteina), catalase (CAT, umol min-t mg proteina), peroxidase
(POD, pmol mint mg?! proteina), superéxido dismutase (SOD, pmol mint mg+
proteina) e malonodialdeido (MDA, nmol g peso fresco) em sementes de L. pisonis
aos 10 e 20 dias apés montagem do experimento de emergéncia em cada temperatura
e na semente recém-colhida (RC, barra verde). “Significativo (p<0,05) e "SN&o
significativo pelo teste F na linha dentro de cada temperatura entre os tempos de

avaliacdo de 10 e 20 dias. Médias seguidas pela mesma letra minlUscula entre as
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diferentes temperaturas, em cada tempo de avaliacdo, ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey (p<0,05). Abreviacéo: PF. Peso fresco. RC. Sementes recém-colhidas, nédo
submetidas a nenhum tratamento de temperatura.

As enzimas APX e CAT com 20 dias do processo de germinacdo aumentaram
suas atividades em 58,2 e 69,9%, respectivamente. A POD aos 10 dias reduziu sua
atividade em 86,6% e aos 20 dias aumentou em 128,9%. A enzima SOD né&o
apresentou diferenca significativa entre a semente recém-colhida e os tempos
analisados (Figura 3).

A concentracdo de MDA néo diferiu estatisticamente entre os tratamentos e nos
tempos de 10 e 20 dias, apresentando média de 1,176 nmol g peso fresco.

O contraste da temperatura 30-35 °C com as temperaturas recomendadas pela
literatura (25, 30 e 20-30 °C) revela diferenca significativa, na qual a temperatura de
30-35 °C possui maiores quantidade das enzimas antioxidantes APX, CAT e POD
(Tabela 1).

Tabela 1. Contraste ortogonal entre as temperaturas e 0s tempos apdés montagem do
experimento de emergéncia de L. pisonis para peréxido de hidrogénio (H202),
ascorbato peroxidase (APX), catalase (CAT), peroxidase (POD), superoxido
dismutase (SOD) e malonodialdeido (MDA)

Efeito H20> APX CAT POD SOD MDA
C1 -0,8240ns 64,2"s -10,152" 104,9 2,60 0,043ns
Co -15,0712" 570,2" 42,573 -1479,9" -1,38" -0,502ns
Cs 14,2472 -506,0 -52,725" 1584,8" 3,99 0,546ns
Ca -2,3537" 18,4ns 2,485 -220,2" -0,09ns -0,206"s
Cs -2,1720° 56,2" 6,584" -176,3" -0,33" -0,077ns
Cs -5,7973" 216,1" 13,389" -532,9 -0,36"ns -0,010ns
Cr -4,6952 246,7 25,193 -599,3" -1,41" -0,115"s
Cs 1,2640" 160,9" 5,934ns 127,8" -0,08"s 0,609ns
Co 1,8208" 78,0ns 5,442 -70,4" -0,43m 0,116"s
Cio 3,0848" 238,9" 11,376" 57,4 -0,51n 0,725ns
Cu 3,7588" 423,0° 22,693 281,9 -0,66"s 1,151ns
Ci2 3,1288" 56,1 0,055"s -174,6" -1,36ns 0,072ns

Ci: Todas as temperaturas aos 10 dias vs. todas as temperaturas aos 20 dias; Cz:
todas as temperaturas aos 10 dias vs. controle (sementes recém-colhidas); Cs: todas
as temperaturas aos 20 dias vs. controle; C4: 30-35 °C aos 10 dias vs. controle; Cs:

30-35°C aos 20 dias vs. controle; Cs: temperaturas recomendadas (25, 30 e 20-30 °C)
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aos 10 dias vs. controle; C7: temperaturas recomendadas aos 20 dias vs. controle; Cs:
30-35 °C aos 10 dias vs. temperaturas recomendadas aos 10 dias; Cg: 30-35 °C aos
20 dias vs. temperaturas recomendadas aos 20 dias; Cio0: 30-35 °C independente dos
dias vs. temperaturas recomendadas independente dos dias; Ci1: 30-35 °C aos 10

dias vs. todas as temperaturas; Ci2: 30-35 °C aos 20 dias vs. todas as temperaturas.

Para as enzimas CAT, POD e SOD tem diferenca entre os tempos de 10 e 20
dias analisados. Todas as temperaturas diferiram das sementes recém-colhidas
quanto APX, CAT, POD e H202 nos tempos analisados (Tabela 1).

As caracteristicas bioquimicas das sementes em processo de germinagao em
cada temperatura constam na Figura 4. O AST obteve maiores concentragcfes em
sementes recém-colhidas e nas submetidas a temperatura de 25 °C, contudo, ndo
diferem estatisticamente das temperaturas de 30, 35 e 20-35 °C aos 10 dias. Apos 20
dias, observou-se maior concentracdo de AST em sementes nas temperaturas de 20-
30 e 20-35 °C, contudo, nao diferindo da temperatura 25-30 °C. Para FST, a maior
concentragédo foi observada na temperatura de 25-30 °C em ambos os tempos (Figura
4).
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AST (mg g?) FST (mg g?)

PTN (mg g?) AMD (g kg)
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0.025

60 LIP (%) FIB (%)
50 1

50 abc ab ab
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abc ab bc
ab' be ap20C ab 40 -

40
30 4
30

20 20 A

10 10 A

25 30 35 20-30 20-35 25-30 25-35 30-35 RC 25 30 35 20-30 20-35 25-30 25-35 30-35 RC
= 10 dias = 20 dias = 10 dias ® 20 dias

Figura 4. Aclcares sollveis totais (AST, mg g1), fendis sollveis totais (FST, mg g1),
proteinas (PTN, mg g*), amido (AMD, g kg?), lipidios (LIP, %) e fibras (FIB, %) em
sementes de L. pisonis aos 10 e 20 dias apés montagem do experimento de
emergéncia em cada temperatura (T °C) e na semente recém-colhida (RC, barra
verde). "Significativo (p<0.05) e "*N&o significativo pelo teste F na linha dentro de cada
temperatura entre os tempos de avaliacdo de 10 e 20 dias. Médias seguidas pela
mesma letra minUscula entre as diferentes temperaturas, em cada tempo de
avaliacdo, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Abreviacdo: RC.

Sementes recém-colhidas, ndo submetidas a nenhum tratamento de temperatura.

As temperaturas ndo influenciaram no armazenamento de PTN aos 10 dias,
ocorrendo decréscimo aos 20 dias para as temperaturas 25; 25-30 e 30-35 °C.
Também né&o influenciaram nas concentracbes de AMD, exceto aos 20 dias,
diminuindo na temperatura de 25-30 °C. A maior concentracdo de LIP foi observada
apos 10 dias nas temperaturas de 30-35 °C que promoveu a maior emergéncia de
plantulas, diferindo somente da temperatura 20-30 °C. A temperatura 30-35 °C

também promoveu a menor concentragdo de FIB aos 10 dias, ndo diferindo do
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tratamento 25-30 °C. Aos 20 dias observa-se que a concentracdo de FIB foi menor
em temperaturas constantes e maiores em temperaturas alternadas, exceto na
temperatura 25-30 °C (Figura 4).

Houve diferenca entre os tempos analisados para AST, FST, PTN e FIB. O
contraste dos dados bioquimicos revela que as sementes submetidas a temperatura
de 30-35 °C aos 10 dias possuem diferenca significativa quanto aos FST, PTN, LIP e

FIB comparado as temperaturas recomendadas de 25, 30 e 20-30 °C (Tabela 2).

Tabela 2. Contraste ortogonal entre as temperaturas e 0s tempos apdés montagem do
experimento de emergéncia de L. pisonis para acgucares soluveis totais (AST), fendis
soluveis totais (FST), proteinas (PTN), amido (AMD), lipidios (LIP) e fibras (FIB)

Efeito AST FST PTN AMD LIP FIB
C1 2,295 1,760 -0,0109" -0,0068"s -1,30m 43,18"
Co 5,843 6,638 -0,0087" -0,0731"s -3,20m -27,02"
Cs -3,547" -4,878" -0,0022ns 0,0663ns 1,90 70,19
Cs 0,630 0,955 0,0007"s -0,0091ns 6,76" -9,27"
Cs 0,468’ 0,667" -0,0006"s 0,0026" -0,13ns -7,50"
Cs 2,263 2,123 -0,0049" -0,0136"s 0,75"s -8,32"
Cr 0,713 1,387" 0,0006" -0,0258"s 0,53ns -32,53"
Cs 0,372ns -0,743" -0,0070" 0,0139ns -19,52" 19,50
Co -0,690" -0,615 0,0026" -0,0337"s 0,93ns -10,04"
Cio -0,318" -1,357" -0,0044" -0,0198"s -18,59" 9,46"s
Cu 0,802ns -1,002" -0,0145" 0,0002ns -57,28" 47,16"
Ci2 -0,192n -0,463" 0,0074" -0,0873ns -0,82ns -10,23ns

Ci: Todas as temperaturas aos 10 dias vs. todas as temperaturas aos 20 dias; Cz:
todas as temperaturas aos 10 dias vs. controle (sementes recém-colhidas); Cs: todas
as temperaturas aos 20 dias vs. controle; C4: 30-35 °C aos 10 dias vs. controle; Cs:
30-35°C aos 20 dias vs. controle; Ce:temperaturas recomendadas (25, 30 e 20-30 °C)
aos 10 dias vs. controle; C7: temperaturas recomendadas aos 20 dias vs. controle; Cs:
30-35 °C aos 10 dias vs. temperaturas recomendadas aos 10 dias; Cg: 30-35 °C aos
20 dias vs. temperaturas recomendadas aos 20 dias; C1o0: 30-35 °C independente dos
dias vs. temperaturas recomendadas independente dos dias; Cii: 30-35 °C aos 10

dias vs. todas as temperaturas; Ci2: 30-35 °C aos 20 dias vs. todas as temperaturas.
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Os FST, PTN e LIP na temperatura de 30-35 °C diferem das temperaturas
recomendadas independente dos tempos analisados. Todas as temperaturas aos 10
e 20 dias foram diferentes do controle quanto ao AST, FST e FIB (Tabela 2).

Na Figura 5 vé-se as regides de ocorréncia da L. pisonis, 0s mapas com as
meédias de temperaturas maximas dos estados brasileiros em cada més, média anual

das temperaturas maximas e a classificacéo climatica de Képpen.

da ®Lib A ®rdd ® e ad

Figura 5. a. Distribuicdo de L. pisonis no Brasil, Colombia e Peru; médias das
temperaturas maximas brasileiras: b. anuais; c. em janeiro; d. em fevereiro; e. em
marco; f. em abril; g. em maio; h. em junho; i. em julho; j. em agosto; k. em setembro;
l. em outubro; m. em novembro; n. em dezembro; o. classificacéo climatica de Képpen

para o Brasil.

A distribuicdo da espécie L. pisonis é na regido litoral do Brasil e na Amazénia
internacional (Brasil, Peru e Coldmbia). As médias das temperaturas maximas anuais
dessas regibes variam de 28,5 a 34 °C. Nos meses de agosto a dezembro, a



38

temperatura varia de 28 a 37 °C nos locais de ocorréncia da L. pisonis. As
classificagdes dos climas dos locais de ocorréncia é Af, clima quente sem estacao
seca; Am, clima quente com duas estacdes bem definidas, uma quente chuvosa e
outra amena e seca; Aw, clima quente com chuva de verdo; e com menor frequéncia
Cwa, clima temperado com verdo quente e umido.

Na Figura 6 encontra-se 0s mapas com as médias das temperaturas minimas

brasileiras.

Figura 6. Média da temperatura minima mensal no Brasil. a. janeiro; b. fevereiro; c.
marco; d. abril; e. maio; f. junho; g. julho; h. agosto; i. setembro; j. outubro; k.

novembro; |. dezembro.

A temperatura minima das regifes de ocorréncia da sapucaia na Floresta Atlantica
varia de -2 a 15°C dos meses de agosto a dezembro. Na regido Amazonica as
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temperaturas deste periodo sdo mais altas, superiores a 20 °C, mas ndo superando
25 °C.

6. DISCUSSAO

O aquecimento global decorrente das mudancas climéticas faz com que as
arvores aumentem a producéo de diasporos. Este aumento exige muita energia, no
qual as arvores produtoras de sementes e frutos pesados vao precisar de alguns anos
para sua recuperacao e poder ter novamente esta alta producao (KIJOWSKA-OBERC
et al., 2021). Esta producao elevada ndo esta relacionada com a alta qualidade das
sementes, uma vez que muitas flores ndo sdo polinizadas, logo geram sementes
inférteis. Nao obstante, a temperatura é um dos fatores cruciais para a germinacao
das sementes e para o sucesso do desenvolvimento das plantulas. Sabendo a
temperatura adequada e época de semeadura adequada, pode haver reducéo de
custos com o aumento do estande final de mudas e com maior qualidade. Por sua
importancia aliada a inexisténcia de informacfes referente a este fator abiotico
(temperatura) essencial a qualidade fisiolégica das sementes, este trabalho é
altamente relevante para a conservacdo desta promissora espécie por meio da
propagacédo em ambiente controlado.

A temperatura de 30-35 °C alcancou as melhores avaliacfes das plantulas de
L. pisonis (Figura 2), sendo identificada, neste trabalho, como temperatura ideal
recomendada para a propagacao desta espécie. Esta temperatura promoveu 32,7%
a mais de emergéncia das plantulas para a espécie comparado a temperatura de 25
°C, encontrado por Rosa et al. (2020), assim como as temperaturas de 25, 30 e 20-30
°C que séo recomendadas nas Instrucdes para analise de sementes de espécies
florestais (BRASIL, 2013). As temperaturas fixas de 30 e 35 °C néo foram téo
eficientes como a combinacao das duas, uma vez que a emergéncia a 30 °C foi 18,7%
menor que a combinagcdo e a 35 °C a reducédo foi de 24%, indicando que essa
temperatura fixa ja estd iniciando o processo de inibicdo da germinacdo por alta
temperatura. A temperatura elevada é uma forma de acumular as proteinas PIF nas
células pelo relaxamento das estruturas do mRNA do PIF7. Essas proteinas

estimulam diretamente a biossintese de auxinas que esta envolvida no crescimento
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das plantulas, podendo ser um dos fatores responsaveis pela combinacdo da
temperatura 30-35 °C ter promovido maior crescimento no presente trabalho
(PERRELLA et al., 2022).

Os regimes de temperaturas alternadas s&o considerados eficazes na
superacao de dorméncia de sementes de quatro cultivares de Solanum melongena
cvs. Aydin siyahi, Halep karasi, Kemer-27, Pala-49 reduzindo os niveis de acido
abscisico (ABA) encontrados apdés 72 horas de incubacdo no tratamento de
alternancia 35-20 °C - 16/8h. Como consequéncia, proporciona altas taxas de
germinacao e emergéncia (acima de 80%) com um dos menores tempos médio de
germinacao (4,6 e 6,7 dias). Além disso, foi observada correlacdo positiva entre as
atividades das enzimas antioxidantes e a germinacao, ou seja, com as altas taxas de
germinagcdo houve aumento na SOD e CAT (OZDEN et al.,, 2021). Resultado
semelhante foi encontrado, no qual a temperatura de 30-35 °C aos 20 dias tiveram
maiores concentracdes destas enzimas.

Algumas temperaturas podem ser letais para as plantas, temperaturas
elevadas ou muito baixas, apresentando desequilibrio entre a producéo de ERO e sua
eliminacao, causando estresse oxidativo das células. Isto pode danificar componentes
das células vegetais comprometendo seu funcionamento, a exemplo, a reducédo na
atividade bioquimica das plantas, pela perturbacdo da estrutura das membranas
lipidicas, proteinas, carboidratos e DNA, e aumento da defesa anti-oxidativa como
atividade das enzimas peroxidase e superdxido dismutase (SILVA et al., 2018; LUKIE
et al., 2020).

A temperatura de 20 °C, foi considerada letal para a L. pisonis, ja que
impossibilitou a emergéncia de plantulas. Em todas as combinagdes com esta
temperatura houve reducédo da emergéncia se comparada as fixas. Essas reducdes
foram de 28 (20-25 °C), 23 (20-30 °C) e 13,7% (20-35 °C), ressaltando que a
combinacdo das menores temperaturas (20-25 °C) ndo produziu plantulas (Figura 2).

O H20:2 presentes nos peroxissomas e glioxissomas das sementes recém-
colhidas aos 10 dias do processo germinativo foi reduzido em todos os tratamentos e
as enzimas antioxidantes APX, CAT e POD aumentaram (Figura 3 e Tabela 1). Este
aumento é devido a estas enzimas serem as principais neutralizadoras do H20:2
(MITTLER, 2002). Isto evidencia que as sementes de L. pisonis ao absorverem agua
e iniciarem o processo de germinagao ativam as enzimas do sistema antioxidante para

reduzir a concentracdo deste subproduto toxico do metabolismo aerdbico. Além de
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ativar as enzimas antioxidantes, H202 atua como molécula sinalizadora e participa da
regulacédo da divisdo e expansao celular (TURKAN, 2018). Ja foi comprovado que a
capacidade germinativa das sementes € dependente da resisténcia ao estresse
oxidativo (KIBINZA et al., 2011), sugerindo que sob temperatura de 20 °C houve uma
diminuicdo do metabolismo, ndo havendo a ativacdo enzimatica necessaria para
reduzir a quantidade de H20:2.

Os lipidios nas sementes de sapucaia variaram de 37,36 (25-30 °C aos 10 dias)
a 51,24% (30-35 °C aos 10 dias). O que esta de acordo com o relatado na literatura
que € de 34,2 a 61,3% em matrizes de Sao Paulo (VALLILO et al., 1999). A maior
concentracéo lipidica aos 10 dias promoveu maior emergéncia e vigor das plantulas.
Os fendis totais das sementes de sapucaia variaram de 1,15 mg g* nas sementes
recém-colhidas a 2,39 mg g em 10 dias a 25-30 °C (Figura 4), o que é 7,27 vezes
maior ao encontrado por Demoliner et al. (2018b) (0,091 a 0,324 mg g!). Os fendis
possuem varias fungbes nos vegetais, dentre elas compostos de defesa e
antioxidantes. Nas castanhas da L. pisonis a atividade antioxidante esta
correlacionada com os fenois (BOUND et al.,, 2016; DEMOLINER et al., 2018b;
DUDOIT et al., 2020).

O ponto de colheita da espécie L. pisonis € de agosto a outubro com
recomendacao de colocar para germinar as sementes recém-colhidas ou com até trés
meses de armazenamento. Nestes meses, o litoral brasileiro de S&o Paulo ao Rio
Grande do Norte, possuem temperaturas médias maximas préximas ao encontrado
no presente trabalho, assim como na Amazodnia internacional (Brasil, Peru e
Colémbia) com ocorréncia da L. pisonis (Figura 5).

As classificacBes climaticas das regides de ocorréncia natural da L. pisonis
sugere a adaptacao da espécie a temperatura mais alta juntamente com alta umidade.
Isto também foi verificado no presente trabalho, uma vez que a camara de germinacéo
com a temperatura de 30-35 °C obteve a maior umidade (81,5%). Isto mostra que a
semeadura da L. pisonis pode ser feita, de acordo com as temperaturas maximas, nos
meses de agosto a dezembro nos estados brasileiros de S&o Paulo, Rio de Janeiro,
Espirito Santo, Minas Gerais, Bahia, Sergipe, Alagoas, Pernambuco, Paraiba, Rio
Grande do Norte, Maranhdo, Tocantins, Amapa, Para, Amazonas, Roraima, Acre,
Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e Goias.

Considerando as temperaturas minimas, os estados de Séao Paulo, Rio de

Janeiro, Minas Gerais, Mato Grosso e Mato Grosso do Sul dos meses de agosto a
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dezembro ndo estdo aptos para a semeadura de L. pisonis, visto que atingem
temperaturas minimas abaixo de 20 °C neste periodo. A sélida ocorréncia da espécie
nestes locais cuja temperatura minima € abaixo da letal encontrada no trabalho, indica

a plasticidade da espécie.

7. CONCLUSOES

A temperatura alternada 30-35 °C maximiza a emergéncia, vigor e qualidade
das mudas de L. pisonis, sendo considerada ideal para sua propagacao.

O peréxido de hidrogénio reduz no processo germinativo das sementes de L.
pisonis enquanto a atividade das enzimas APX e CAT aumentam na temperatura de
30-35 °C.

A maior quantidade de lipidios encontrada nas sementes de L. pisonis aos 10
dias é a 30-35 °C, no qual promove mudas com maior qualidade.

E recomendada a semeadura da sapucaia de acordo com as temperaturas
maximas e minimas durante os meses de agosto a dezembro na Floresta Atlantica
(Espirito Santo, Bahia, Sergipe, Alagoas, Pernambuco, Paraiba e Rio Grande do
Norte) e na regido amazonica (Maranhdo, Tocantins, Amapa, Par4, Amazonas,

Roraima e Acre).
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