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RESUMO

A germinagdo de sementes de paricd [Schizolobium parahyba var. amazonicum (Huber x
Ducker) Barneby] depende da aplicacio de métodos de escarificacdo para superar a
dorméncia fisica imposta pelo tegumento. Uma grande variagdo entre métodos, com relagao
ao estimulo da germinagdo e producdo de mudas uniformes, tem sido observada. Neste
experimento, propde-se que as diferengas na eficiéncia entre métodos de escarificacio em
promover uma alta germinacdo deva estar relacionada a (i) morte dos tecidos, (ii) embebigcao
diferencial das sementes, (iii) rdpida deplecio do endosperma e, com isso, resultam em
diferentes (iv) alteracOes nos teores de carboidratos nos cotilédones relacionadas a nutrigao
inicial da plantula e (v) na producdo de mudas uniformes. Para isto, alguns aspectos
fisiologicos e bioquimicos relacionados a germinagdo foram avaliados apds as sementes de
paricd terem sido submetidas a trés tratamentos: (i) controle; (ii) escarificacio em 4gua
destilada a 100°C, por dois minutos; e (iii) escarificacdo em lixa, ambos seguidos de imersao
em agua destilada a temperatura ambiente por 24 h. O método de escarificacdo em lixa
promoveu uma rapida germinacio das sementes, iniciada a partir do quarto dia, e resultou em
alta taxa de germinacao (94%), estabilizada a partir do oitavo dia de experimento. Por outro
lado, sementes escarificadas em 4gua a 100°C apresentaram uma germina¢do mais tardia,
iniciada apenas no sexto dia de experimento e, quando comparadas no décimo segundo dia,
apresentou baixa taxa de germinacdo (20%), enquanto que o tratamento controle ndo houve
germinacdo. Com o teste de tetrazdlio foi possivel observar a formacdo de uma coloracdo
vermelha e uniformemente distribuida no endosperma e embrides das sementes de ambos o0s
tratamentos indicando a viabilidade das sementes. Houve uma rapida embebicdo das sementes
escarificadas em lixa, iniciada 12 h apds a imersio das mesmas em &dgua destilada e
estabilizada ao final de 72 h. Isto resultou em rédpida deplecdo das reservas do endosperma,
cujos decréscimos foram expressivos apds dois dias de experimento, levando a uma completa
deplecdo do mesmo apds o décimo dia. Para as sementes escarificadas em dgua a 100°C foi
demonstrado que tanto a embebicdo quanto a deplecdo do endosperma foram muito lentas e
ndo atingiram a estabilizacdo, indicando que um tempo maior para a germinagdo dessas
sementes seria necessdrio. A escarificacdo em lixa induziu forte sintese de amido nos
cotilédones, garantindo a nutricdo dos tecidos na fase de formagdo das plantulas, que se
mostraram mais vigorosas e uniformes em relacio aquelas obtidas apds escarificacdo em dgua
a 100°C.

Palavras chave: Escarificacdo, Embebicao, Produ¢do de mudas, Sintese de amido, Vigor.
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ABSTRACT

Germination of paricd seeds is dependent on scarification method to break down physical
dormancy. Such methods differ greatly in terms of efficiency to promote high and uniform
germination as well as to produce uniform seedlings. In this work is proposed that differences
between methods are possibly related to its effects on (i) tissue viability, (ii) seeds imbibition,
(111) mobilization of endosperm reserves, and (iv) to the changes in the carbohydrates levels in
the cotyledons during germination, favoring uniform and vigorous seedlings establishment.
For this purpose, some physiological and biochemical aspects related to seed germination
were evaluated after subject paricd seeds to contrasting methods to break down physical
dormancy: (i) immersion of seeds in distilled water at 100°C, for 2 min (less efficient method
— low germination rate); and (i1) scrubbing seeds on sandpaper (more efficient method — high
germination rate). In such a case, seeds were imbibed after scarification using distilled water,
at room temperature, for 24 h. As expected, germination of sandpaper-scarified seeds was
faster and evident from the second experimental day. Higher germination rate (94%) was
registered eight days later, and no significant increments were registered until experimental
day twelve, pointing stabilization of germination. On the contrary, germination of hot water
(100°C)-scarified seeds get started six days from the initial time and higher germination
(20%) was registered only on day 12, pointing that longer time to complete germination
should be required. Differences between methods were not explained by its influence on
tissue availability, since no differences were observed after reacting seeds tissue to
tetrazolium. Nevertheless, scarification on sandpaper resulted on faster seeds imbibition,
started 12 h after its incubation in distilled water and stabilized 72 h later. Also, mobilization
of seeds reserves (endosperm depletion) was evident from the second experimental day and it
was completed eight days later (day 10). Both imbibition and endosperm depletion were
slower after scarification of seeds in water at 100°C, with no apparent stabilization. An
expressive synthesis of starch in the cotyledons was induced after sandpaper-scarification,
granting tissue nutrition during seedling establishment. It explains, at least in parts, the
uniform germination (and emergence) and production of more vigorous seedlings after
scarification of seeds on sandpaper.

Keywords: Imbibition, Scarification, Seedling establishment, Starch synthesis, Vigor.
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1. INTRODUCAO

O Parica (Schizolobium parahyba var. amazonicum (Huber ex Ducker) Barneby) ¢ uma
espécie florestal, pertencente a familia Fabaceae (Leguminosae), subfamilia Caesalpinoideae
(BARNEBY, 1996), .popularmente conhecido como guapuruvu, bageiro, fava divina, dentre
outros. Ocorre na Amazonia em floresta primdria e secundéria de terra-firme e varzea alta e
estd relativamente bem distribuida nos estados do Amazonas e Para (MARQUES et al., 2004).
Sua madeira € leve e de processamento facil, comumente utilizada na fabricagdo de palitos de
fésforo, saltos de calcados, brinquedos, maquetes, embalagens leves, canoas, forros, miolo de
painéis e portas, formas de concreto, laminados, compensados, celulose e papel (FALESI;
SANTOS, 1996; ROSA; PINHEIRO, 2001). Essa espécie tem sido indicada para plantios
comerciais, tanto em sistemas agroflorestais quanto em consércios, somando, s no estado do

Pard, uma drea estimada de, pelo menos, 30.000 ha.

Apesar de muitos protocolos de propagacdo de paricd por meio de cultura de tecidos e
segmentos caulinares (estacas) terem sido desenvolvidos nos dltimos anos (REIS et al., 2008;
CORDEIRO et al., 2007; ROSA; PINHEIRO, 2001), a produ¢do de mudas é geralmente
realizada via seminifera, uma vez que os pequenos produtores nem sempre dispdem de tais
tecnologias. Nesse caso, o semeio € realizado diretamente em sacolas ou bandejas e a
producdo das mudas segue os protocolos padrdes de manejo comumente empregados em

viveiros.

As sementes de paricd utilizadas na producdo de mudas sdo coletadas a partir de
individuos adultos que habitam dreas de florestas nativas e sua germinagdo € baixa, em torno
de 28% (MARUYAMA; UGAMOTO, 1989). Segundo Cruz e Carvalho (2006), taxas de
germinacdo acima de 90% podem ser obtidas em paricd; no entanto, um tempo prolongado
(aproximadamente 2.310 dias) seria necessdrio para a obtengdo de tal resultado. Esse tempo
prolongado para a obtencdo de alta taxa de germinacao natural (sem aplicacdo de métodos de
quebra de dorméncia) é uma forte evidéncia de que as sementes de paricd sdo acometidas por
uma dorméncia fisica ou tegumentar capaz de limitar a rdpida e uniforme germinagdo das
sementes (BASKIN; BASKIN, 1998; CRUZ et al., 2001), figurando como um problema a

obten¢do de mudas uniformes e em quantidade para atender a demanda atual de mercado.
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De acordo com Fowler e Bianchetti (2000), a dorméncia fisica em sementes pode ser
quebrada pela utilizagdo de 4cido sulfurico (H,SO4). Em paricd, uma taxa de germinacao de
92% foi obtida apds a incubacdo das sementes em H,SO4 concentrado por 60 min (CRUZ et
al., 2007). Alternativamente, a imersdo em dgua quente pode também ser utilizada e, nesse
caso, as temperaturas entre 60 e 100°C sdo comumente empregadas. Considerando-se o
desenvolvimento de tecnologia que possa ser diretamente aplicada pelo produtor, a utilizagao
de métodos de quebra de dorméncia utilizando-se 4gua quente € preferencial, uma vez que seu
custo é menor e ndo envolve riscos de acidentes pela acdo do acido. Portanto, a quebra de
dorméncia fisica de sementes por meio de imersdao em dgua quente tem sido testada para uma
grande variedade de espécies. Como exemplo, a imersdo em dgua a 80°C por alguns minutos
seguindo-se da imersdo em dgua a temperatura ambiente por 18 h foi um eficiente método
para promover altas taxas de germinacdo em Acacia longifolia (MEDEIROS; ZANON, 1999)
e Mimosa bimucronata (FOWLER; CARPANEZZI, 1998).

A imersao de sementes de Schizolobium amazonicum em agua a 80°C e a 100°C, por dois
minutos, seguidas de embebicdo em dgua por 24 h (temperatura ambiente) resultou em 19,5 e
39,5% de germinagdo, respectivamente, apds 12 dias do semeio. Esses valores podem chegar
a 91,5% ap6s a escarificagdo em lixa e, embebidas em dgua a temperatura ambiente por 24 h

(CRUZ; CARVALHO, 2006).

Do exposto, tanto a temperatura da dgua quanto o tempo de imersdao sdo importantes no
processo de quebra de dorméncia das sementes. Além disso, promover a embebi¢do da
semente apos a aplicacdo de um protocolo de escarificagdo tem relevante papel na promogao

da germinacao.

Uma vez quebrada a dorméncia, a germinacdo inicia com a degradacdo das reservas
contidas nas sementes, as quais podem ocorrer na forma de carboidratos, lipidios e/ou
protefnas. Destas, as principais reservas sdo o amido, as frutanas e os polissacarideos de
parede celular; porém, apenas o amido e os polissacarideos de parede sdo comumente
encontrados em endospermas (BUCKERIDGE et al, 2000). Nas leguminosas, as
galactomananas e xiloglicanas sdo os mais importantes polissacarideos metabolizados durante
a germinacdo (BUCKERIDGE, 2000). Considerando-se que durante a germinacdo essas
reservas sdo consumidas para o desenvolvimento embriondrio, muitas pesquisas tem sido

conduzidas no sentido de averiguar a magnitude de tais alteracOes, principalmente com
14



relacdo a atividade de enzimas hidroliticas e teores de carboidratos no endosperma e embrido
(BUCKERIDGE et al., 2000; POTOMATI; BUCKERIDGE, 2002; LISBOA et al., 2006;
GALLARDO et al., 2008), bem como elucidar aspectos moleculares relacionados a quebra de

dorméncia (FINKELSTEIN et al., 2008).

No entanto, pouco enfoque tem sido dado as alteracdes sofridas pelos cotilédones durante
a germinacdo, ainda que este haja como fonte primdria de carbono para a respiracdo enquanto
a plantula ndo alcan¢a sua maturidade fotossintética. Dentre poucos exemplos encontrados em
literatura, em Caesalpinia peltophoroides (Leguminosae), o teor de amido nos cotilédones
aumentou até o décimo quinto dia do semeio, seguindo-se de sucessivos decréscimos com o
desenvolvimento da plantula (CORTE et al., 2008). Essas informac¢des ndo sdao conhecidas
para S. amazonicum e € possivel que o acimulo de amido nos cotilédones durante a

germinagdo exerca algum papel no estabelecimento das mudas.

Neste trabalho, foi proposto que as diferencas observadas na eficiéncia entre métodos de
quebra de dorméncia fisica em paricd observadas por Cruz e Carvalho (2006) devam estar
associadas a sua capacidade em promover a embebicdo das sementes (reidratagdo dos tecidos)
e acelerar a degradacdo de reservas do endosperma, com efeitos nos niveis de carboidratos
nos cotilédones e estabelecimento das plantulas. Tal hipétese € baseada no bem estabelecido
papel fisioldgico e bioquimico da dgua durante a germinacdo que, dentre outros, promove a
ativacdo, ou até mesmo sintese de novo, de varias enzimas hidroliticas (amilases, fosforilases,
dentre outras). Essas enzimas, por seu turno, sdo responsaveis pela mobilizacdo de reservas do
endosperma, cujos produtos serdo utilizados na respiracdo celular e producio do ATP

necessdrio as fungdes metabdlicas.

Para testar essa hipdtese, o comportamento fisiolégico e bioquimico de sementes de
parica foi avaliado apds a aplicacao de dois métodos contrastantes de quebra de dorméncia: (i)
escarificacdo em dgua destilada a 100°C, por dois minutos; e (ii) escarificacdo em lixa, ambos
seguidos de imersdo em 4gua destilada a temperatura ambiente por 24 h; com os objetivos
especificos de averiguar se a efici€éncia de tais métodos em promover a quebra de dorméncia e
estimular a germinacdo esté relacionada a (i) morte dos tecidos, (ii) a embebicao diferencial
das sementes, a (iii) deplecdo do endosperma e (iv) alteragdes nos teores de carboidratos nos
cotilédones. Por fim, (v) foi avaliada, a eficiéncia dos métodos na uniformizacdo da
germinagdo e estabilizacdo das mudas.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material vegetal e escarificacao das sementes

Sementes de paricd (Schizolobium parahyba var. amazonicum (Huber ex Ducker)
Barneby) foram coletadas de matrizes selecionadas na Terra Indigena Parakand, localizada
entre os municipios de Novo Repartimento e Itupiranga (04°37° S, 50° O), sudeste do estado
do Para, Brasil, no més de outubro de 2007. As sementes foram acondicionadas em sacos de
papel e mantidas em cdmara timida, a 15°C, no Laboratério de Andlise de Sementes Florestais
(Embrapa Amazo6nia Oriental, Belém—PA), até a instalacdo do experimento, conduzido no
Laboratério de Fisico-quimica (Centro de Tecnologia Agropecudria, ISARH/UFRA). Antes
dos experimentos definitivos foi realizada uma triagem das sementes, visando o descarte
daquelas imaturas e deterioradas e daquelas que apresentaram algum tipo de dano tegumentar.
Posteriormente, o lote de sementes foi caracterizado por meio da determinacdo do seu grau de
umidade, peso de 1.000 sementes, nimero de sementes por kg, largura e comprimento
(Tabela 1) conforme as Regras de Andlises de Sementes — RAS (BRASIL, 1992). O
experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado, consistindo de trés
tratamentos: (i) sementes sem escarificacdo, (ii) imersdo em dgua a 100°C, por dois minutos e
(i) friccdo das sementes em lixa, na regido oposta ao embrido. Apds a aplicacdo dos
tratamentos de escarificacdo, as sementes foram imersas em dgua destilada por 24 h, a
temperatura ambiente, visando sua embebicdo e, em seguida sanitizadas pela imersdao em
hipoclorito de sodio a 2%, por 1 min. O excesso de hipoclorito foi removido lavando-se as
sementes em agua corrente e apds secas as mesmas foram utilizadas nos diversos testes de
interesse.

Tabela 1. Qualidade fisica de sementes de parica [Schizolobium parahyba var. amazonicum

(Huber ex Ducker) Barneby] coletadas na terra indigena Parakana - Paré.

Variaveis Valor/Unidade
Umidade* 8,8 %

Peso de mil sementes™ 878 g

Numero de sementes em 1 kg* 1.139 unidades
Largura 1,51 cm
Comprimento 2,30 cm

*RAS-(BRASIL,1992)
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2.2. Teste do tetrazolio

Sementes sem escarificacdo e escarificadas (lixa e 4gua a 100 °C) foram incubadas em
agua por 24 horas, a temperatura ambiente (25 °C). Decorrido este periodo os tegumentos
foram cuidadosamente retirados, e os endospermas e embrides incubados em solucao 0,075%
de cloreto de 2,3,5-trifenil-tetrazdlio (pH 6,5), na auséncia completa de luz, durante 3 horas a
temperatura de 25 °C. Apds o desenvolvimento da coloragdo os endospermas e embrides
foram lavados em &4gua destilada para a remocdo do excesso da solucdo de tetrazdlio e,
deixadas em dgua até a hora da avaliacdo. Foram utilizadas quatro repeticdes de 25 sementes.
(SHIMIZU et al., 2008). Os embrides foram cortados no sentido longitudinal abrangendo os
cotilédones e eixo embrionério.

Foram consideradas vivas as sementes que apresentaram coloracdo vermelha
uniformemente distribuida nas estruturas da semente, indicando atividade das enzimas

desidrogenases relacionadas a respiragcdo celular (DELOUCHE et al., 1976; BRASIL, 1992).

2.3. Curva de embebicao

Sementes escarificadas, sanitizadas e previamente enxugadas foram imediatamente
pesadas para a obtencdo de seu peso inicial (Pi). Em seguida, as mesmas foram imersas em
agua destilada (quatro repeticdes de 25 sementes/400 mL de dgua cada) e mantidas em
camara de germinagdo a 25°C. A cada 12 h subseqiientes a imersdo inicial das sementes
(tempo zero) em dgua destilada, estas eram enxugadas e novamente pesadas, correspondendo
ao peso final (Pf) em cada tempo de avaliagdo.

A embebigdo (E) foi calculada para cada tempo de avaliacdo, relacionando-se os pesos
obtidos [E = ((Pf — P1)/Pi) x 100] e os resultados foram expressos em percentagem de
embebicdo. O tempo total de avaliacdo foi estabelecido como o tempo necessdrio para a
estabilizacdo da embebicdo de um dos tratamentos de escarificacdo. Os resultados foram

expressos em percentagem de embebicao.

17



2.4. Teste de germinacio, indice de velocidade de germinacao e deplecao do endosperma

Para o teste de germinagdo, sementes escarificadas e sanitizadas foram dispostas em
papel “germitest” tipo toalha, umedecido com dgua destilada no volume de 3,0 vezes o peso
do papel (RAMOS et al, 2006), os rolos foram acondicionados em sacos plasticos € mantidos
em camara de germinacdo (TE401, Tecnal, Sdo Paulo, Brasil) regulada a temperatura de
25°C, com fotoperiodo de 12 horas.

Foram utilizadas quatro repeticoes de 25 sementes e consideradas germinadas as
sementes cuja radicula apresentaram pelo menos 1 cm de comprimento, e o teste de
germinacdo foi conduzido pelo tempo necessdrio para a uniformizacdo da germinacdo das
sementes de um dos tratamentos. Os dados foram expressos em percentagem de geminagao.
Em paralelo a esse teste, foi também calculado o indice de velocidade de germinacdo (IVG)
com contagens didrias das sementes germinadas conforme as RAS (BRASIL, 1992).

O consumo de reservas do endosperma (deplecio do endosperma) foi determinado
indiretamente, avaliando-se as alteracOes na sua massa fresca e seca durante o processo de
germinacdo. Para este ensaio, sementes escarificadas, embebidas e sanitizadas de paricd foram
incubadas em camara de germinacdo conforme descrito para o teste de germinacgdo e, a cada a
cada dois dias e por um periodo de doze dias, o endosperma remanescente foi coletado e sua
massa fresca imediatamente determinada. Em seguida, essas amostras foram acondicionadas
em sacos de papel e secas em estufa de ventilagdo forcada, a 65°C, até massa constante, para a
determinacdo de sua seca. Os resultados foram expressos em grama de matéria fresca

(deplecao do endosperma).

2.5. Teores cotiledonares de sacarose, carboidratos soliveis totais e amido

Amostras de cotilédones foram coletadas a partir de sementes escarificadas, embebidas e
sanitizadas durante o teste de germina¢do (item 2.4), a cada dois dias e por um periodo de

doze dias. As amostras foram conservadas a -20°C até o momento das analises.

Os teores de sacarose foram determinados segundo Van Handel (1968), modificado.
Amostras de 0,5 g de massa fresca (MF) foram homogeneizadas em 1,5 mL de MCW
(metanol, cloroférmio e dgua; 12:5:3 v/v/v) e centrifugadas a 3.500 g, por 30 min, a 4°C. A

extracdo foi repetida duas vezes para o residuo, os sobrenadantes reunidos e seu volume final
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determinado. A cada 2 mL deste sobrenadante foram adicionados 0,5 mL de cloroférmio e
0,75 mL de 4gua destilada. Apds vigorosa agitacao e centrifugacdo da mistura (3.000 g, por
10 min, a 4°C), a fragdo aquosa metandlica (superior) foi coletada e incubada a 35°C, por 40
min, para a evaporacdo do cloroférmio residual. Do extrato resultante, uma aliquota de 0,1
mL foi utilizada nas andlises, iniciadas pela adi¢cao de 0,1 mL de KOH 30% e incubacdo a
100°C, por 10 min. Apés resfriamento, 3 mL de antrona 0,2% (em H>SO,4 concentrado) foram
adicionados e as amostras incubadas a 40°C, por 20 min. Apds novo resfriamento, a
absorbancia das amostras foi obtida a 620 nm em um espectrofotometro UV-Visivel
(GenesysTMloseries, Thermo Electron Co., Wisconsin, USA) e a partir de uma curva padrdo

-1
de sacarose os resultados foram calculados e expressos em mg de sacarose g de MF.

Para extracdo e quantificacdo de carboidratos soliveis totais (CST) e amido foi utilizada a
metodologia de Dubois et al., (1956), com algumas modificacdes. Amostras de 0,5 g de MF
foram homogeneizadas em 5 mL de etanol 80% (em ebuli¢do) e incubadas a 90°C por 60 min.
Ap6s centrifugacdo a 3.500 g, por 10 min, a temperatura ambiente, o sobrenadante foi
reservado e a extracdo repetida por duas vezes. Todos os sobrenadantes foram reunidos e,
apds determinar seu volume final, uma aliquota de 60 UL por amostra foi coletada e a ela
adicionados 940 puL de 4gua destilada e 5 mL de antrona 0,2% (em H>SO4 concentrado). A
mistura foi agitada e incubada a 100°C, por 15 min e, apds resfriamento, a absorbancia foi
obtida a 620 nm. Para os cdlculos, uma curva padrao de glicose foi preparada e os resultados

expressos mg de glicose g de MF.

O amido foi extraido dos residuos da extracdo de CST, pela adicdo de 2 mL de dgua
destilada e 3 mL de 4cido perclorico (HCLOy) 52%. A mistura foi homogeneizada e incubada
a temperatura ambiente por 30 min. Apds centrifugacdo (3.500 g, por 5 min, a temperatura
ambiente), o sobrenadante foi coletado e a extracdo repetida duas vezes. Os sobrenadantes
foram reunidos, o volume final determinado e, destes, aliquotas de 30 uL do extrato foram
coletadas para as andlises, que foram iniciadas pela adi¢gdo 970 puL de dgua destilada e 5 mL
de antrona 0,2% (em H>SOy). Ap6s agitacdo, incubagdo a 100°C (por 15 min) e resfriamento,
a absorbancia das amostras foi obtida a 620 nm. Uma curva padrao de glicose foi preparada e

os resultados calculados foram expressos mg de glicose g ' de MF.
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2.6. Identificacdo microscopica da distribuicao de graos de amido em cotilédones

Os cotilédones foram coletados 12 dias apds iniciado o processo de germinagdo (item
2.4.) e conservados em dalcool etilico 70% até as avaliacdes. Foram feitos cortes cotiledonares
transversais realizados a mao livre, com o auxilio de lamina de barbear, sendo selecionados os
mais delgados para coloracdo e visualizagdo. As laminas histoldgicas foram montadas em
agua e a identificacdo dos graos de amido realizada pela adi¢do de lugol (JOHANSEN, 1940).
Um microscépio confocal (Axiolab A, Carl Zeiss Inc., Goéttingen, Alemanha) foi utilizado
para a visualizacdo das laminas e as imagens captadas em trés diferentes aumentos (4x, 10x e
100x) por meio de uma camera fotografica digital (PowerShot A640, Cannon, Téquio, Japao)
acoplada ao microscépio.

Para a microscopia eletronica de varredura, amostras de cotilédones foram coletadas 12
dias apds o inicio da germinagdo, desidratadas pela série etandlica crescente (JOHANSEN,
1940) e processadas em secador de ponto critico de CO,. Apds montadas em suportes
metdlicos metalizados com ouro, de aproximadamente 20 nm de espessura (150 s, em
corrente de 25 mA; SILVEIRA, 1989), as eletromicrografias foram obtidas em microscopio
eletronico de varredura modelo LEO 1450VP, e as escalas micrométricas foram projetadas
nas mesmas condigdes opticas.

As andlises microscopicas foram realizadas no Laboratério Institucional de

Microscopia Eletronica de Varredura do Museu Paraense Emilio Goeldi, Belém-PA.

2.7. Indicadores de uniformidade de emergéncia e estabelecimento de plantulas

A uniformidade da emergéncia e formagdo das plantulas (mudas) foi averiguada pela
determinacdo da frequéncia de estruturas pos germinativas, pelo indice de velocidade de
emergéncia (IVE) e pela alocacdo de biomassa as estruturas pds germinativas. Para isso,
sementes escarificadas, embebidas e sanitizadas foram semeadas em bandejas de polietileno
preenchidas com 3 kg de areia lavada e esterilizada em autoclave (120°C, 15 min), sob
condicdes de casa de vegetacdo por um periodo de 24 dias. Durante este periodo, as médias de
temperatura ¢ umidade relativa diurnas do ar foram aproximadamente de 30°C e 85%,
respectivamente, enquanto a média didria de radiagc@o incidente ao meio dia foi em torno de

700 wmol m™* s™. A umidade do substrato foi mantida pela adi¢io didria de 200 mL de dgua
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destilada em cada bandeja. Para esses ensaios foram utilizadas quatro repeticdes por

tratamento, constituidas de 25 sementes cada. O IVE calculado conforme Maguire (1962):

IVE = (E1/N1) + (E2/N2) +...+ (En/Nn), onde:

IVE - Indice de velocidade de emergéncia de plantula.
El, E2...., En - nimeros de plantulas emersas na primeira, segunda... e Gltima contagens.

N1, N2,..., Nn - nimero de dias da semeadura a primeira, a segunda... e a dltima contagens.

As varidveis E e IVE indicam, respectivamente, o nimero de sementes que produzem
plantulas (resultante do processo germinativo e emissao de estruturas através do tegumento -
emergéncia) e o vigor com que essas plantulas emergiram. Entretanto, essas varidveis (E e
IVE) ndo indicam se o processo de emergéncia ocorreu de forma uniforme. Para verificar a
uniformidade da emergéncia o conteido de cada bandeja (repeticdo) foi separado nas
seguintes classes: plantulas completas (PC; presenca de raizes, hipocétilo, epicétilo, folhas
jovens, com ou sem cotilédones), plantulas incompletas (PIC, presenca apenas de radicula ou
de raizes, hipocétilo, cotilédones, com ou sem tegumento), sementes germinadas (SG,
presenca de radicula aparente e demais partes da semente envoltas pelo tegumento), sementes
mortas (SM; sementes ndo germinadas e com tecidos visivelmente deteriorados) e sementes
ndo germinadas (SNG, sementes ndo germinadas e com tecidos vivos). Detalhes da
classificacdo adotada sdo mostrados na Figura 1. Em seguida, a freqii€éncia relativa foi obtida
para cada classe, por meio da contagem direta de individuos dentro de cada classe em relacdo
ao total de sementes semeadas em cada bandeja (25 sementes). Os dados foram expressos em

porcentagem.

Apds a determinacdo da freqii€ncia relativa das estruturas pds germinativas, cada
individuo foi separado em folhas, hipocétilo, epicétilo, cotilédone, raizes e radicula. As partes

estruturais foram acondicionadas separadamente por repeticdo em sacos de papel e secas em
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estufa de ventilacdo forcada de ar a 65°C, até massa constante, para a determinacdo de sua

massa seca.

2.8. Analise estatistica

O experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado, consistindo de
trés tratamentos, com quatro repeticdoes de 25 sementes. Para a curva de embebi¢do os dados
foram submetidos a andlise de variincia e aplicados a regressao linear, cujas significancias
das equagdes foram averiguadas pelo teste F (P < 0,05). Os dados de porcentagem de
germinagdo, deplecdo do endosperma e teores foliares de carboidratos foram submetidos a
andlise de varidncia e as médias dos tratamentos comparadas dentro de cada periodo de
avaliacdo pelo teste t-Student (P < 0,05). Ressalta-se que apenas os dados de germinacao e
emergéncia foram transformados para arco seno (x/lOO)O’s, embora os dados puros (em
percentagem) tenham sido apresentados. Os dados de emergéncia, indice de velocidade de
emergéncia, freqiiéncia relativa de estruturas pds germinativas e alocacdo de biomassa foram
submetidos a andlise de variancia e as médias entre tratamentos de escarificacdo comparadas

pelo teste de Newman-Keuls (P < 0,05).

Figura 1. Classificagdo das estruturas pds germinativas de paricd [Schizolobium parahyba var.
amazonicum (Huber ex Ducker) Barneby] utilizadas para os testes de uniformidade de
germinacdo e estabelecimento de mudas. PC, plantula completa (presenca de folhas, epicétilo,
hipocétilo, raizes, com ou sem cotilédone); PIC, plantula incompleta (presenca de hipocétilo,
cotilédone, raizes ou radicula); SG, semente germinada (presenca de cotilédone e radicula);
SM, semente morta (semente ndo germinada, com caracteristicas de deterioracdo visiveis); e
SNG (sementes vivas, mas nao germinadas).
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3. RESULTADOS

3.1. Teste do tetrazolio

Nas sementes que foram apenas incubadas em dgua destilada (25°C) e ndo foram
submetidas a nenhum tratamento de escarificacdo ndao foi observada formacdo de coloracao
vermelha em nenhuma das partes da semente, indicando que nido houve reacdo positiva ao
tetrazolio (Figura 2). Para as sementes escarificadas em dgua 100°C ou em lixa, uma
coloracdo vermelha e uniformemente distribuida foi observada no endosperma e eixo
embriondrio (Figura 2), cujos tecidos apresentaram-se firmes e sem danos aparentes. Uma
pequena diferenca de coloracdo foi observada nos cotilédones, de forma que as sementes
escarificadas em dgua 100°C apresentaram auséncia de coloracdo vermelha em algumas
regides da borda cotiledonar. No entanto, pode-se inferir que mais de 75% das estruturas das

sementes de ambos os tratamentos reagiram positivamente ao tetrazolio (Figura 2).

Sem esc. Agua 100°C

Figura 2. Teste do tetrazélio em sementes de parica [Schizolobium parahyba var. amazonicum
(Huber ex Ducker) Barneby] antes (Sem esc.) e apds escarificacdo em dgua 100°C e em lixa.
As imagens sdo representativas de quatro repeti¢cOes e as abreviacOes referem-se a tegumento
(teg), endosperma (end), cotilédones (cot) e eixo embriondrio (ee).
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3.2. Curva de embebicao

Para as sementes ndo escarificadas, os valores médios de embebi¢do foram praticamente
constantes ao longo do periodo de 72 h, com médias muito préximas de zero. Isto indica que,
independente do tempo de embebicdo, as sementes ndo escarificadas ndo absorveram agua
(Figura 3). As curvas de embebicdo das sementes escarificadas em lixa ou em dgua 100°C
apresentaram comportamento quadritico e foram altamente significativas (P < 0,05); no
entanto, o padrdo de resposta foi substancialmente diferente entre tratamentos (Figura 3). Para
as sementes escarificadas em lixa a absor¢do de dgua foi iniciada 12 h apds a imersdo das
sementes em dgua destilada, com incrementos rapidos e significativos a cada tempo de
avaliacdo subseqiiente e estabilizac@o aparente 72 h apds o tempo inicial.

Nesse caso, as sementes absorveram um volume de d4gua correspondente a
aproximadamente 200% de seu peso inicial (Figura 3). A embebicdo das sementes
escarificadas em agua 100°C teve inicio 24 h apds o tempo inicial de imersdo; porém, a curva
de embebi¢do indicou que a absorcdo de dgua por essas sementes foi lenta e que, ao final do

periodo experimental, ndo houve estabilizacao do processo (Figura 3).

—#—5em Esc

® Esclia y=-0,0515x2+7,323x - 68,429
© EscH20 100°C ri=0,9983

100

Embebigio (%)

y=0,0118x2-0,368x+ 2,78
ri=0,9999

s " i 4 3
0 i = T y

0 12 24 36 43 60 72 84

Horas apds a escarificagio

Figura 3. Curvas de embebicdo de sementes de paricad [Schizolobium parahyba var.
amazonicum (Huber ex Ducker) Barneby] sem escarificagdo (Sem Esc.) e escarificadas em
lixa (Esc. Lixa) e pela imersdo em dgua destilada a 100°C/2 min (Esc H20 100°C). Os dados
representam a média de quatro repeti¢des + erro padrao.
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3.3. Germinacio

As sementes ndo escarificadas ndo germinaram no periodo de 12 dias e, por essa razdo, o
IVG foi também nulo (Figura 4A e 4B). A percentagem de germinagdo variou
significativamente (P < 0,05) entre os tratamentos de escarificacdo e em funcdo do tempo de
germinacdo (Figura 4A). Nas sementes tratadas com lixa o processo de germinacdo foi
observado a partir do 4° dia apds o inicio do teste, e 0o pico madximo de germinagdo foi
alcancado ao 8° dia, a partir do qual nenhuma diferenca significativa foi observada. Isto indica
a estabilizacdo do processo germinativo o qual resultou em uma germinagdo de 94% (Figura
4A). Por outro lado, sementes escarificadas em dgua a 100°C apresentaram embebigdo lenta,
iniciada ao 8° dia do inicio do teste e com germinacdo méaxima de apenas 20%, obtida ao 12°
dia de ensaio (Figura 4A). As diferencas entre taxas de germinag¢do podem ser facilmente
percebidas ao se analisar os gréficos obtidos para o IVG (Figura 4B) de cada tratamento, os
quais demonstram claramente que o processo de germinacdo das sementes tratadas em dgua
100°C foi mais lento (IVG = 0,49 + 0,23) que em sementes escarificadas em lixa (IVG =4,0 +
0,77). Esse resultado também foi esperado, uma vez que para a germinacdo das sementes

escarificadas em lixa ocorreu em um tempo relativamente menor.

(A) (B)
100 A # E #
—#— Sem Esc. —#— SemEsc.
—e—Esc. Lixa 3 | —8—E:c Lixa
] c. H2 i —0—Esc. H20 100°C
~ 20 —O—Esc. H20 100°C s " " "
2 0 =
b= | o
E =2
D 40 A
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20 A
0 +—o— 0+
] pd 4 G g 10 12 V] 2 4 6 g 10 12
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Figura 4. Germinacdo (A) e indice de velocidade de germinagdo (IVG; B) de sementes de
paricd [Schizolobium parahyba var. amazonicum (Huber ex Ducker) Barneby] sem
escarificacdo (Sem esc) e escarificadas em lixa (Esc. Lixa) e pela imersdo em dgua destilada a
100°C/2 min (Esc H20 100°C). Asteriscos indicam diferenca significativa entre tratamentos
de escarificacdo comparados no mesmo tempo ao tratamento sem escarificacdo (teste t —
Student, P < 0,05). Os dados representam a média de quatro repeti¢des + erro padrao.
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3.4. Deplecao do endosperma

As variacdes nas massas frescas e secas apresentaram padrdo diferente de acordo com a
escarificacdo utilizada e tais diferencas foram visiveis a partir do segundo dia de avaliacao
(Figura 5). Para sementes escarificadas em dgua 100°C, a massa fresca variou de 3,48 g (Dia
0) para 2,72 g (Dia 12) e a massa seca de 1,42 (Dia 0) para 1,06 g (Dia 12), representando
uma deplecdo de endosperma de aproximadamente 22 e 27%, respectivamente (Figura SA e
5B). Por outro lado, ndo foram encontrados tragos teciduais de endosperma nas sementes
escarificadas em lixa, indicando que este foi completamente (100%) exaurido durante a

germinacao.
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Figura 5. AlteracOes nas massas fresca (A) e seca (B) de endospermas de sementes de parica
[Schizolobium parahyba var. amazonicum (Huber ex Ducker) Barneby], apds escarificagcdo
com lixa (simbolos pretos) e imersdo em dgua destilada a 100°C (simbolos brancos), em
funcdo do tempo de germinacdo. Asteriscos indicam diferenca significativa entre tratamentos
comparados no mesmo tempo (teste t — Student, P < 0,05). Os dados representam a média de
quatro repeti¢des + erro padrao.
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3.5. Teores de carboidratos cotiledonares e visualizaciao do amido

Em sementes escarificadas em lixa, os teores de sacarose ndo variaram até o sexto dia da
germinacdo e decréscimos de 55% foram observados a partir do oitavo dia (Figura 6A). A
escarificagdo em dgua/100°C resultou em constantes teores de sacarose até o segundo dia de
germinacdo, aumentando em 31% nos demais dias tempos de avaliagdo (Figura 6A).

Comparando-se os dois tratamentos, foi observado que os teores de CST foram
diminuidos durante a germina¢do; no entanto, as reducdes foram sempre mais expressivas em
sementes escarificadas em lixa que em dgua a 100°C (Figura 6B). Assim, durante o periodo
destinado a germinacdo (12 dias), os CST variaram de 47,3 para 35,8 mg g de MF para
sementes escarificadas em dgua 100°C e de 48,1 para 12,4 mg g' de MF para sementes
escarificadas em lixa. Os resultados obtidos mostraram também que as sementes analisadas
imediatamente apds a escarificacdo, embebicdo e sanitizacdo (Dia 0 nos gréficos),
apresentaram teores de amido muito baixos, com valores préximos de zero para ambos o0s
tratamentos de escarificagdo. Porém, com a evolucao do tempo destinado a germinaciao, um
incremento muito expressivo no teor de amido cotiledonar foi observado para as sementes
escarificadas em lixa, cujos valores aumentaram de 0,58 mg g"' de MF (Dia 0) para 52,9 mg
g' de MF (Dia 4) e 139 mg g' de MF (Dia 6), a partir do qual nenhuma alteragio
significativa foi observada (Figura 6C). Para as mesmas épocas de avaliacdo, os teores de
amido em sementes escarificadas em dgua 100°C variaram de 1,97 mg g de MF (Dia 0) para

8,6 mg g de MF (Dia 4) e 10,8 mg g"' de MF (Dia 6) (Figura 6C).

Uma vez que a sintese de amido diferiu substancialmente entre tratamentos, € que as
magnitudes nas concentragdes de amido encontradas em sementes escarificadas em lixa
também foram muito substanciais, os testes de identificacdo e visualizagdo microscépica do
amido foram realizados com o objetivo de comprovar as andlises espectrofotométricas. Foram
entdo coletadas amostras cotiledonares de ambos os tratamentos apenas ao final de 12 dias,
onde nos teores de amido entre os tratamentos foram mais expressivos, € os resultados
mostraram claramente que o amido foi fortemente sintetizado quando as sementes foram
escarificadas em lixa (Figura 7 e 8) e que estes foram distribuidos uniformemente ao longo do
tecido parenquimadtico, ocorrendo inclusive nas células proximas a epiderme abaxial (Figura
7B e 8B). Todavia, graos de amido ndo foram encontrados nas células que circundavam os

feixes vasculares tampouco naquelas préximas a epiderme adaxial (Figura 7B, 7D e 8B). Foi
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possivel observar ainda que mais de um grao de amido se formava por célula parenquimaética,
potencializando a capacidade de armazenamento de carboidratos nos cotilédones (Figura 7F,
7H e 8B). Do contrério, graos de amido em sementes escarificadas em dgua a 100°C s6 foram
visiveis a um aumento microscopico de 100x, o mesmo ocorrendo em pouca quantidade, mas

também distribuido no tecido parenquimdtico (Figura 7G e 8A).
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Figura 6. Teores de sacarose (A), carboidratos soliveis totais (CST, B) e amido (C) em
cotilédones de sementes de paricd [Schizolobium parahyba var. amazonicum (Huber ex
Ducker) Barneby], ap6s escarificagdo com lixa (simbolos pretos) e imersdao em dgua destilada
a 100°C (simbolos brancos), em fun¢do do tempo de germinagdo. Asteriscos indicam
diferenca significativa entre tratamentos comparados no mesmo tempo (teste t — Student, P <
0,05). Os dados representam a média de quatro repeti¢des + erro padrao.
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Figura 7. Microscopia otica aplicada a identificacdo e distribuicdo de graos de amido em
cotilédones de sementes de paricd [Schizolobium parahyba var. amazonicum (Huber ex
Ducker) Barneby] apds doze dias da escarificacdo em dgua destilada a 100°C (A, C,Ee G) e
com lixa (B, D, F e H). As imagens sdo representativas de dez sementes por tratamento e as
indicacdes pq, ep, fv e GA referem-se, respectivamente, as células de parénquima, da
epiderme, feixe vascular e aos grdos de amido. Barras: 300 um (A, B), 100 um (C e D), 50
pum (E e F) e 10 um (G e H).
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Figura 8. Microscopia eletronica de varredura aplicada a identificagdo e distribui¢do de graos
de amido em cotilédones de sementes de parica [Schizolobium parahyba var. amazonicum
(Huber ex Ducker) Barneby] apds doze dias da escarificagdo em dgua destilada a 100°C (A) e
com lixa (B). As imagens sdo representativas de dez sementes por tratamento e as indicagdes
pg, ea e GA referem-se, respectivamente, as células de parénquima, da epiderme adaxial e
graos de amido.
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3.6. Indicadores de uniformidade de emergéncia e estabelecimento de plantulas

Apbs 24 dias do semeio, a avaliacdo visual dos tratamentos permitiu inferir que a
escarificacdo das sementes em lixa promoveu uma emergéncia mais uniforme das plantulas
(Figura 9). Tanto a emergéncia (E) das plantulas quanto o IVE foram maiores (P < 0,05) para
sementes previamente escarificadas em lixa (E = 97% e IVE = 4,36) que em dgua a 100°C (E
=62% e IVE = 1,60) (Tabela 2).

Quantitativamente, 83% das plantulas emergidas apds escarificacio em lixa foram
consideradas completas, uma vez que as mesmas apresentaram radicula e raizes, hipocétilo,
epicotilo, folhas jovens e, na maioria das vezes, cotilédones ainda presentes. Apenas 14% do
total foram consideradas incompletas, devido a auséncia de folhas e epicétilo. Nao foram
encontradas sementes germinadas € ndo germinadas; mas, as sementes mortas totalizaram 3%
(Tabela 2). Para plantulas desenvolvidas apds a escarificagdo em dgua a 100°C, 35% foram
consideradas plantulas completas e 19% incompletas e, do restante das sementes, 8% ainda se
encontravam em germinacdo, 15% ndo germinaram (possivelmente dormentes) e 23%
apresentaram evidéncias de necrose tecidual (sementes mortas). Uma vez que a freqiiéncia de
plantulas completas e incompletas foi maior a partir de sementes escarificadas em lixa, foi
possivel observar também que a biomassa acumulada diferiu entre tratamentos (Tabela 3).
Portanto, maiores acimulos de massa seca de folhas (60%), epicétilo (76%), hipocétilo (71%)
e raizes (67%) foram observados em plantulas obtidas de sementes escarificadas em lixa em
relacdo aquelas obtidas apds escarificacdo em dgua a 100°C; no entanto, maior acimulo de
massa seca em cotilédones (32%) e radicula ainda evidente foi observado no tratamento de

escarificagdo em dgua a 100°C.

Esc. em Lixa Esc. em dgua 100°C

Figura 9. Aspecto das plantulas de parica [Schizolobium parahyba var. amazonicum (Huber
ex Ducker) Barneby] apds 24 dias dos tratamentos de escarificacdo com em lixa e em dgua a
100°C. As figuras sdo representativas de quatro repeti¢cdes (25 sementes cada).
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Tabela 2. Indicadores de vigor e uniformidade no estabelecimento de plantulas de parica
[Schizolobium parahyba var. amazonicum (Huber x Ducker) Barneby] germinadas sob

condi¢Oes ambientais naturais.

Tratamentos

Varidveis Sem escarificagdo  Lixa Agua 100°C
Emergéncia (%) n.d.* 97 4+ 2 a* 62+3Db
Indice de velocidade de emergéncia n.d. 4,36 +0,5a 1,60+ 0,28 b
Plantulas completas (%) n.d. 83+19a 35+19b
Plantulas incompletas (%) n.d. 14+2,0a 19+6,6 b
Sementes germinadas (%) n.d. 0+0,0a 8+23Db
Sementes ndo germinadas (%) n.d. 0+0,0a 15+3,0b
Sementes mortas (%) n.d. 3+£19a 23+44b

*n.d. — ndo determinados

** Os dados referem-se as médias de quatro repeti¢des (25 sementes cada) + erro padrdo da média
analisadas apds 24 dias do semeio. Médias de tratamentos de escarificacdo seguidas de diferentes
letras mindsculas para uma mesma variavel diferem pelo teste de Newman-Keuls (P < 0,05).

Tabela 3. Biomassa acumulada em plantulas de paricd [Schizolobium parahyba var.

amazonicum (Huber ex Ducker) Barneby] germinadas sob condi¢des ambientais naturais.

Tratamentos

Varidveis Sem escarificagdo Lixa Agua 100°C
Folhas (g) n.d.* 3,58 +0,44 a* 1,43 +0,33 b
Epicétilo (g) n.d. 0,85 +0,07 a 0,20 £0,06 b
Hipocétilo (g) n.d. 2,34 £0,08 a 0,67+0,11b
Cotilédone (g) n.d. 0,86 £0,07 a 1,27+£0,13b
Raiz (g) n.d. 1,77+0,12 a 0,58 +0,14b
Radicula (g) n.d. - 0,04 £0,01

* Os dados referem-se as médias de quatro repeticdes (25 sementes cada) + erro padrdo da média
analisadas apds 24 dias do semeio. Médias de tratamentos de escarificacdo seguidas de diferentes
letras mindsculas para uma mesma varidvel diferem pelo teste de Newman-Keuls (P < 0,05).
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4. DISCUSSAO

Foi possivel observar que as sementes escarificadas em lixa apresentaram maior
germinagdo que aquelas escarificadas em dgua a 100°C, diferenciando das sementes sem
tratamento onde ndo ocorreu germinagdo até o final do experimento. Embora estes resultados
tenham sido similares aqueles encontrados previamente por Cruz e Carvalho (2006), inclusive
com relacdo ao tempo de estabilizacdo da germinagdo para o tratamento de escarificacdo em
lixa (12 dias), o que justifica a escolha desse intervalo de tempo para os testes de germinagao,
deplecdo do endosperma e andlises bioquimicas cotiledonares. Nesse tempo de avaliacao fica
claramente comprovado que hd diferenca na eficiéncia entre os tratamentos em promover a
quebra de dorméncia em sementes de paricd. Trabalhos anteriores, evidenciaram uma maior
eficiéncia da escarificacdo em lixa, seguida de embebi¢do, em promover a germinagdo das
sementes, resultando sempre em maiores taxas de germinagdo em tempos relativamente curtos
quando comparados as sementes escarificadas em dgua quente (FALESI; SANTOS, 1996;
ROSA, 2000). A escarificacdo em lixa foi ainda eficiente em promover a quebra de
dorméncia em Bauhinia ungulata (ALVES et al., 2000) e Acacia mearnsii (MARTINS-
CORDER et al., 1999) e em Bowdichia virgilioides, cuja germinacdo aumentou de 21 para
79% (SMIDERLE et al., 2003).

Em termos fisiolégicos foi observado que o método de escarificacdo em lixa promoveu
maior vigor das sementes, conforme demonstrado pelo maior IVG obtido para esse
tratamento. Dessa forma, sementes mais vigorosas tendem a alcangar maiores taxas de
germinacdo. Em contraste, tratamentos de escarificagdo em dgua a 100 °C promovem menor
IVG, resultado semelhante aqueles obtidos para sementes de Mimosa caesalpiniaefolia
escarificadas em dgua fervente por 2 min (BRUNO et al., 2001), para sementes de Bauhinia
monandra e Bauhinia ungulata escarificadas em dgua a 80 °C, até o resfriamento (ALVES et
al., 2000) e para sementes de Peltophorum dubium (PEREZ et al., 1999) e Cassia excelsa
(JELLER; PEREZ, 1999) escarificadas em 4gua fervente por 5 e 10 minutos.

As diferentes eficiéncias dos tratamentos de escarificacdo testados poderiam estar
relacionadas a uma possivel morte dos tecidos, conforme demonstrado em sementes de
Cassia excelsia Scharad, escarificadas em dgua fervente por 5 minutos proporcionou baixo
indice de velocidade de germinagdo, tendo este tratamento resultado em maior ocorréncia de

danos as membranas celulares, causando um incremento no extravasamento de eletrélitos e
33



exsudados (JELLER; PEREZ, 1999). Isto levaria a perda de compartimentalizagdo celular e
morte dos tecidos. Por outro lado, uma maior desnaturacdo das enzimas relacionadas a
respiracdo celular pode ocorrer durante a escarificagdo em dgua quente e, em ultima andlise,
isto também poderia resultar na morte dos tecidos, uma vez que a maioria dos processos

metabdlicos é mediada por enzimas (BRASIL, 1992).

A morte das sementes em fung¢do da escarificacio em dgua quente foi previamente
observada em Senna siamea apds imersdo em agua a 45 °C, por 72 e 96 h (DUTRA et al,,
2007); e em Stylosanthes scabra, 100% das sementes foram consideradas mortas apds a
escarificacdo em dgua fervente por 1 min (ARAUJO, 2002). Portanto, as diferencas entre os
métodos de escarificacdo poderiam ser também explicadas pela possibilidade do tratamento
de escarificacdo em dgua a 100°C por 2 min, utilizado neste experimento, ter promovido uma

maior desnaturacio enzimatica, afetando a respiracdo e levando o tecido a morte.

Essa hipétese foi averiguada por meio do teste de tetrazolio, o qual vem sendo utilizado
com €xito para avaliar a viabilidade de sementes de espécies florestais (OLIVEIRA et al.,
2005a; OLIVEIRA et al., 2005b; FERREIRA et al., 2001; FERREIRA et al., 2004;
MENDONCA et al., 2001). O 2,3,5-trifenil-tetraz6lio € um composto quimico que ao reagir
com cofatores reduzidos produzidos pelas desidrogenases do Ciclo de Krebs (em especial o
NADH) resulta na formagdo de um complexo de coloragdo avermelhada, indicando atividade
respiratdria e, portanto, tecido vivo (BRASIL, 1992). De acordo com os resultados obtidos
neste trabalho (Figura 2), foi observado que as sementes de ambos os tratamentos nao
sofreram, alteracOes significativas em sua atividade respiratria, uma vez que a coloracao
resultante mostrou-se uniforme em todas as estruturas das sementes (endosperma,cotilédones

e eixo embrionario).

O teste ndo quantifica a taxa de respiragdo tecidual, logo, é possivel que um determinado
tecido apresente-se vivo (coloracdo positiva ao tetrazélio), porém, sua respiracdo pode ser
insuficiente para suprir em energia (ATP) os processos metabdlicos que culminam na
germinagdo e/ou emergéncia da plantula e estabelecimento da muda. Nesse caso, estudos a
partir de mitocondrias isoladas em que as taxas de velocidade de consumo de oxigénio e de
enzimas desacopladoras mitocondriais sdo determinadas (PINHEIRO et al., 2004) ou mesmo
da avaliacdo da respiragdo em sementes intactas poderiam fornecer resultados mais precisos

da taxa de respiracdo induzida apds a aplicaciao dos tratamentos de escarificagdo. De qualquer
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forma, o teste de tetrazolio permitiu, afirmar que as possiveis diferencas entre tratamentos nao

foram ocasionadas por morte dos tecidos em funcao dos diferentes métodos de escarificacao.

Uma vez que os tratamentos de escarificacdo utilizados nesse experimento ndo
promoveram morte dos tecidos, as diferengas no vigor (IVG) e nas taxas de germinagdo
parecem estar mais relacionadas a eficiéncia do método em promover a embebicdo das
sementes, uma vez que o processo de germinacdo ¢ completamente dependente da hidratacao
dos tecidos o que resulta na retomada do metabolismo. Nesse caso, 0 método de escarificacao
em lixa, que consistiu da friccdo das sementes em superficie abrasiva, deve ter causado
pequenas fragmentacdes no tegumento da semente, tornando-o mais permeavel ao influxo de
agua durante a embebicao e, por essa razdo, a curva de embebicdo para sementes submetidas a
esse tratamento indicou a rdpida absorcdo de dgua pelos tecidos, a qual foi estabilizada apds
72 h da imersdo das sementes em dgua. Do contririo, a imersdao em agua a 100°C deve
enfraquecer o tegumento por causar uma alteracdo no nimero de pontes de hidrogénio
formadas entre polissacarideos de parede, em especial entre microfibrilas de celulose. Isto
ocasionaria uma menor agregacdo desses polissacarideos, resultando em maior

permeabilidade do tegumento ao influxo de dgua.

Porém, a necessidade de combinar uma dada temperatura ao tempo de imersdo das
sementes de forma que a embebicdo seja favorecida sem promover a morte dos tecidos € de
crucial importancia. De qualquer forma, a curva de embebigdo das sementes escarificadas em
agua a 100°C (Figura 3), indicou, uma lenta hidratacdo dos tecidos e isto, de fato, pode

justificar uma menor taxa de germinagdo dessas sementes.

Retomada a hidratacdo dos tecidos, uma série de enzimas hidroliticas sdo ativadas ou
mesmo sintetizadas de novo o que pode envolver a acdo de giberelinas (BEWLEY e BLACK,
1994). Estas enzimas atuardo na mobilizacdo das reservas das sementes que, em
Leguminosas, ocorrem principalmente na forma de galactomananas e xiloglucanas
(BUCKERIDGE, 2000). As galactomananas sdo compostas por uma cadeia linear de residuos
de manose unidas por ligagdes glicosidicas B-(1—4), a qual residuos de galactose estdao

unidos por ligagoes do tipo a-(1—6) (BUCKERIDGE et al., 2000).

As galactomananas ocorrem tipicamente na parede celular das células do endosperma de

sementes de Leguminosas, mas também estdo presentes em sementes de espécies de outras
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familias, como Compositae, Convolvulaceae, Annonaceae, Malvaceae, Palmae e
Umbelliferae (GUZMAN; HERNANDEZ, 1982) e, dentre as espécies mais estudadas quanto
ao acumulo desse polissacarideo, faz-se referéncia a Cyamopsis tetragonolobus, Trigonella
foenum-graecum e Ceratonia siliqgua (BUCKERIDGE et al., 2004), devido sua importancia

para fins comerciais.

Em Schizolobium parahybae foi demonstrado por Petkowicz et al. (2007) que houve um
consumo de polissacarideos (galactomananas e mananas) em diferentes fases da germinacao.
No sexto dia apos a germinagdo ndo foi encontrado residuo desses polissacarideos, indicando
que a completa degradacdo da galactomanana tinha sido atingida. Semelhantes resultados
foram observados em Sesbania marginata, cuja maxima velocidade de degradacdo de
galactomananas foi alcancada entre o terceiro e quarto dias da germinacdo, com total

degradacao no sexto dia do inicio do processo (BUCKERIDGE e DIETRICH, 1996).

Comparando-se os resultados supracitados aqueles obtidos nesse experimento € possivel
inferir, mesmo ndo tendo determinado os teores de galactomananas, que as reservas contidas
no endosperma foram rapidamente mobilizadas em sementes escarificadas em lixa e que esta
mobilizacdo influenciou fortemente a alta taxa de germinacdo obtida para as sementes deste
tratamento. Isto porque, para essas sementes, as variagdes observadas tanto na massa fresca
quanto na massa seca do endosperma (Figura 5A e 5B) indicaram que este tecido foi
completamente exaurido no décimo dia do inicio do teste de germinagcdo. Ao contrdrio,
variagcdes na massa fresca e seca das sementes escarificadas em dgua a 100°C indicaram baixa
mobiliza¢do das reservas pelas sementes desse tratamento, resultando em menor germinac¢ao

e, por conseguinte, menor eficiéncia deste método em promover a germinagdo das sementes.

A plantula originada apds o processo de germinacao precisa apresentar a capacidade de se
desenvolver para formar uma muda com qualidade. Para isto, € necessdrio que a mesma
contenha substincias de reserva, agora estocadas nos cotilédones, para suprir as células em
energia. Isto porque as plantulas em emergéncia apresentam folhas jovens, imaturas
fisiologicamente, cuja capacidade fotossintética ndo € suficiente para suportar o requerimento

de energia pelos tecidos em desenvolvimento.

Nas dicotileddneas, as reservas contidas nos cotilédones, na forma de amido, sdo de

extrema importincia nesse processo. Em sementes de Apuleia leiocarpa, um crescente
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aumento no teor de amido nos cotilédones foi observado durante o periodo de embebicdo,
sendo maiores apds quatro dias do inicio da embebicio (PONTES et al, 2002). Em
Caesalpinia peltophoroides (Leguminosae, Caesalpinioideae), o teor de amido nos
cotilédones aumentou até o décimo quinto dia do semeio, seguindo-se de sucessivos

decréscimos com o crescimento da plantula (CORTE et al., 2008).

No entanto, a sintese de amido pode ocorrer nos cloroplastos de células fotossintetizantes
ou em plastidios especializados (amiloplastos) encontrados no citosol de tecidos de reserva
(como os cotilédones durante a germinagao). Durante a sintese de amido é necessario haver
glicose em grande quantidade, ou um de seus isOmeros (tais como a glicosel- ou 6-fostato),
como substrato. Esta serd utilizada na sintese de amilose e amilopectina para formar o amido,
que se armazena na forma de grdos, a partir de um hilo. Os resultados obtidos nesse
experimento permitem inferir que, durante a germinacdo do paricd, os teores de CST e
sacarose foram reduzidos no sentido de promover uma maior sintese de amido cotiledonar e
que isto estd intimamente relacionado com o método de escarificacdo utilizado, uma vez que

este influenciou a degradacdo das reservas durante e apds a embebigao.

A principal fun¢do do armazenamento de carboidratos nos cotilédones durante a
germinagdo € preparar 0 mesmo para nutrir a plantula emergente em carboidratos para a
respiragdo celular enquanto a mesma ndo se torna auto suficiente em termos fotossintéticos.
Isto pode, desse modo, ter influéncia no estabelecimento (uniformidade e qualidade) da muda
a ser produzida. E, portanto, a anélise conjunta dos resultados apresentados permite confirmar
essa idéia. Ou seja, plantulas geradas apds escarificacdo das sementes; cujo processo
germinativo apresentou rapida embebicdo das sementes, rdpida mobilizagdo das reservas e
expressiva sintese e acimulo de amido nos cotilédones, promoveu uma germinagdo mais
uniforme, com plantulas de alto vigor, e com substancial alocacdo de reservas para formacao

de raizes e parte aérea (principalmente folhas).
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5. CONCLUSAO

z

e O método de escarificacdo em lixa € mais eficiente em promover a embebicdo e
germinagdo das sementes;

e A rapida embebicdo das escarificadas em lixa acelera a mobilizagdo de reservas do
endosperma e favorece a rapida conversao de CST e sacarose cotiledonares em amido;

e A escarificacdo em lixa resulta em producdo mais uniforme de plantulas porque
promove uniforme germinacdo das sementes;

® A escarificacdo em lixa promove a producio de plantulas mais vigorosas.
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