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RESUMO

Germinagao, dorméncia, composigao lipidica e alteragées bioquimicas de

sementes de Urochloa spp. durante o armazenamento em duas condigoes

A avaliacdo da qualidade das sementes é imprescindivel, uma vez que permite obter
informacdes referentes ao potencial de desempenho das plantulas sob diferentes
condicbes de ambiente e para a selecao de lotes destinados a semeadura ou ao
armazenamento. Espécies de Urochloa sao de grande importancia como forrageiras,
sendo o Brasil um dos principais produtores e exportadores de sementes dessas
espécies, mas, também, por atuarem como plantas de cobertura e/ou em consoércio
com espeécies cultivadas. A germinagdo de sementes € um processo critico no ciclo
vital das plantas superiores e muito susceptivel as condigdes adversas do ambiente,
as quais podem causar o estresse oxidativo, resultante do aumento de espécies
reativas de oxigénio (ROS), que podem causar danos as proteinas e iniciar a
peroxidacao lipidica nas membranas celulares, formando hidroperoxidos de acidos
graxos. Diante disso, o presente trabalho teve como objetivo caracterizar o perfil
lipidico das sementes de sete materiais genéticos de Urochloa durante o
armazenamento, relacionando ao comportamento fisiolégico de germinacado e
dorméncia. Os lotes de sementes foram divididos em duas porcdes. As porcoes
foram colocadas em sacos de papel, que foram equilibrados sobre silica gel branca
(com silica laranja usada como indicador), fornecendo 4,5% de umidade relativa
(UR), bem como sobre uma solug¢ao de cloreto de litio (36,4 g de LiCl em 100 mL de
H,0), fornecendo 50% UR. Foram realizadas as seguintes analises: viabilidade de
sementes, germinagao, quantificagdo de peroxido de hidrogénio (H20,), extracédo
enzimatica, atividade da catalase (CAT, EC. 1.11.1.6), superdxido dismutase (SOD,
EC.1.15.11), peroxidase (PRX, EC. 1.11.1.7), transesterificagcdo de acidos graxos e
cromatografia gasosa (GC), além da composig¢do lipidica. O experimento de
armazenamento foi conduzido de acordo com um delineamento inteiramente
casualizado, separadamente para cada genotipo, considerando duas condigbes de
armazenamento (4,5 e 50% de UR) e 7 periodos de avaliagéo (0, 3,6, 9, 12,15 e 24
meses), em esquema fatorial 2 x 7. O programa estatistico SISVAR foi utilizado para
a realizagdo da analise de variancia e para o a agrupamento de médias por Scott-
Knott, em nivel de 5% de significancia. Conclui-se que a umidade relativa e o



periodo de armazenamento imposto as sementes influéncia de forma direta em suas
respostas fisiologicas, devido a danos oxidativos, que produzem as ROS e
aumentam o nivel de H,O,. Os principais acidos graxos detectados foram o acido
linoléico (C18:2), acido oleico (C18:1) e o acido palmitico (C16:0). O conteudo de
acidos graxos insaturados foram predominantemente maiores do que os saturados,

sendo o acido linoléico majoritario em todos os gendtipos deste estudo.

Palavras-chave: Urochloa spp. Lipidios. Armazenamento. Umidade relativa.

Atividade enzimatica.
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ABSTRACT

Germination, dormancy, lipid composition and biochemical changes of

Urochloa spp. seeds. during storage in two conditions

The evaluation of seed quality is essential, as it allows obtaining information
regarding the potential performance of seedlings under different environmental
conditions and for the selection of lots destined for sowing or storage. Urochloa
species are of great importance as forage crops, with Brazil being one of the main
producers and exporters of seeds of these species, but also because they act as
cover plants and/or in consortium with cultivated species. Seed germination is a
critical process in the life cycle of higher plants and is very susceptible to adverse
environmental conditions, which can cause oxidative stress, resulting from an
increase in reactive oxygen species (ROS), which can cause damage to proteins and
initiate lipid peroxidation in cell membranes, forming fatty acid hydroperoxides.
Therefore, the present work aimed to characterize the lipid profile of the seeds of
seven Urochloa genetic materials during storage, relating it to the physiological
behavior of germination and dormancy. The seed lots were divided into two portions.
The portions were placed in paper bags, which were equilibrated over white silica gel
(with orange silica used as an indicator), providing 4.5% relative humidity (RH), as
well as over a lithium chloride solution (36.4 g of LiCl in 100 mL of H20), providing
50% RH. The following analyzes were performed: seed viability, germination,
quantification of hydrogen peroxide (H20,), enzymatic extraction, catalase activity
(CAT, EC. 1.11.1.6), superoxide dismutase (SOD, EC.1.15.11), peroxidase (PRX,
EC. 1.11.1.7), transesterification of fatty acids and gas chromatography (GC), in
addition to lipid composition. The storage experiment was conducted according to a
completely randomized design, separately for each genotype, considering two
storage conditions (4.5 and 50% RH) and 7 evaluation periods (0, 3, 6, 9, 12, 15 and
24 months), in a 2 x 7 factorial scheme. The SISVAR statistical program was used to
carry out the analysis of variance and the grouping of means by Scott-Knott, at a 5%
level of significance. It is concluded that relative humidity and the storage period
imposed on seeds directly influence their physiological responses, due to oxidative

damage, which produces ROS and increases the level of H,O,. The main fatty acids



detected were linoleic acid (C18:2), oleic acid (C18:1) and palmitic acid (C16:0). The
content of unsaturated fatty acids was predominantly higher than the saturated ones,

with linoleic acid being the majority in all genotypes in this study.

Keywords: Urochloa spp. Lipids. Storage. Relative humidity. Enzymatic activity.
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1 INTRODUGAO

As pastagens, formadas por espécies de gramineas, herbaceas e
arbustivas, ocupam cerca de 40% da superficie terrestre e sdo a principal fonte de
alimento para a produgdo animal no planeta (Dagar; Gupta, 2020). Segundo os
dados do Censo Agropecuario de 2017, as pastagens plantadas representam mais
de 112 milhdes de hectares e as pastagens naturais ocupam, aproximadamente,
47,3 milhdes de hectares, correspondendo a, aproximadamente, 45% da area das
propriedades agricolas do pais (IBGE, 2019a; 2019b).

O Brasil se destaca no cenario mundial como maior produtor, consumidor e
exportador de sementes do género Urochloa. E notavel o crescimento das
pastagens formadas por espécies desse género nas duas ultimas décadas (Silva et
al., 2013). E de crescente interesse, por parte dos pecuaristas, nas espécies desse
género por elas apresentarem caracteristicas agronémicas desejaveis,
principalmente a rusticidade, permitindo adaptagcdo as mais variadas condigdes,
tanto de clima, quanto de solo (Vela et al., 2018).

A qualidade das sementes é caracterizada por aspectos fisicos, genéticos,
sanitarios e fisiolégicos, tornando-se de fundamental importancia para propagacéao
de qualquer espécie vegetal, além de possuir influéncia direta no estabelecimento e
no potencial produtivo de uma cultura (Marcos Filho, 2015).

A qualidade fisiologica, que merece especial atengdo, € evidenciada pelo
potencial de germinagao e vigor. O potencial germinativo refere-se a capacidade
intrinseca de uma semente em germinar e se desenvolver. Envolve a capacidade de
superar a dorméncia, romper as camadas externas e desenvolver as estruturas
embriondrias essenciais para o crescimento inicial da plantula, permitindo a
expressdo maxima da potencialidade da semente. Ja o conceito de vigor é baseado
na vitalidade da semente, ou seja, a sua robustez e capacidade de germinar de
maneira rapida e uniforme, mesmo sob condicdes adversas, podendo ser
mensurado por varios testes (Mondo et al., 2012).

Porém, a germinagdo € um processo critico e, sob condi¢gdes desfavoraveis,
pode ocorrer o estresse oxidativo, resultando no aumento de espécies reativas de
oxigénio (ROS), as quais iniciam a peroxidacéo lipidica nas membranas celulares
(Liu et al., 2018; Yalamalle et al., 2019).
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A disponibilidade de nutrientes contribui na formagdo do embrido e dos
orgaos de reserva, do mesmo modo que na composi¢do quimica da semente, e,
dessa forma, tera, consequentemente, efeitos sobre a qualidade fisioldégica das
sementes. Isso se deve ao fato de os aspectos nutricionais da planta estarem
relacionados com o acumulo de carboidratos, lipidios e proteinas na semente,
influenciando no seu potencial fisiolégico (Teixeira et al., 2005). Além de proteinas,
lipidios e carboidratos, as sementes contém outros compostos, porém, em menor
quantidade; contudo, estes ndao deixam de ser importantes, sendo alguns deles os
minerais, taninos, lectinas, inibidores de proteinase e oligossacarideos (Tava et al.,
2019).

Os lipidios juntamente com carboidratos e proteinas formam o grupo de
compostos de maior importancia nos alimentos e o0s mais frequentemente
encontrados na natureza, tanto nos animais como nos vegetais. Desempenham
papéis significativos em diversas fungdes bioldgicas e, também, se fazem presentes
na composi¢cdo de estruturas celulares, principalmente nas membranas (Bobbio;
Bobbio, 2003). Os lipidios ocorrem nos vegetais, sendo mais frequentes nas
sementes, frutos e folhas, e, em menor propor¢cdo, em raizes, caules e flores. As
sementes sdo os 6rgados mais ricos em lipidios, constituindo uma das principais
formas de reserva para o embrido (Constantino et al., 2014).

No decorrer do armazenamento, as proprias enzimas responsaveis pela
remocao de ROS e protecao das sementes, como a superoxido dismutase, catalase
e peroxidase, comegam a se extinguir e a deterioragcédo € acelerada (Shaban, 2013).
Com a deterioracdo, a reserva nutricional da semente, incluindo lipidios, agucares
soluveis e proteinas acaba sendo reduzida; dessa maneira, o teor de aminoacidos
livres e agucares redutores aumentam, induzindo a degradacdo de proteinas
(Murthy; Sun, 2000; Castellién et al., 2010).

O presente trabalho caracterizou o perfil lipidico de sete cultivares de
gramineas forrageiras importantes no Brasil e a relagdo deste perfil com a
conservagao dessas sementes, em duas condigdes, 4,5 e 50% de UR (umidade
relativa), na temperatura de 20° C, acompanhando as mudangas no perfil lipidico, no
processo de oxidagdo, na resposta antioxidante e no comportamento fisiolégico de

germinagao, dorméncia e deterioragao, ao longo de 24 meses de armazenamento.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Producgao de Sementes de Espécies Forrageiras

Os estudos realizados com diferentes cultivares de forrageiras priorizam a
producdo de forragem, em detrimento da producdo de sementes. Isso se deve a
diversas razdes, dentre elas, a falta de incentivo na area e o desconhecimento de
praticas de manejo e métodos de multiplicagdo de sementes, que acabam
impedindo que espécies forrageiras expressem seu potencial de produgdo de
sementes (Carneiro et al., 2013). Com a crescente necessidade de incrementar a
producao de alimentos para os animais, tendo em vista a producao de carne e leite,
as areas de pastagens cultivadas tornaram-se dependentes da producédo de
sementes de espécies forrageiras ao longo dos anos.

A qualidade das sementes € estabelecida como o conjunto de alguns fatores,
sendo eles: genéticos, fisicos, fisiologicos e sanitarios. Estes fatores possuem
influéncia direta sobre a capacidade das sementes em originar cultivos vigorosos e
livre de plantas indesejaveis (Peske et al., 2012).

Os principais fatores que afetam a longevidade das sementes sdo a umidade
e a temperatura. Por isso, a necessidade de manter o ambiente de armazenamento
seco e frio para alcancar melhores condicbes e, com isso, a manutencao da
qualidade das sementes. O elevado grau de umidade da semente é o principal
impedimento para se conseguir uma boa conservacédo. A medida que o teor de agua
aumenta, consequentemente, maior sera a taxa respiratéria da semente e ocorrera
maior consumo de reservas, 0 que conduz a um menor periodo de longevidade
desta semente (Peske et al., 2012).

Quanto maior for o potencial fisiolégico das sementes, mais elevado sera o
estabelecimento do estande e o desenvolvimento inicial das plantulas em campo. A
avaliagdo da qualidade das sementes € indispensavel, pois possibilita obter
informacdes referentes ao potencial de desempenho das plantulas sob diferentes
condicbes de ambiente e para a selecao de lotes destinados a semeadura ou ao
armazenamento (Martins, 2019).

Portanto, para que se desenvolvam novas técnicas de produg¢ao, bem como

cultivares que alcancem maiores padroes produtivos, empresas especializadas
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garantem produtos de melhor qualidade genética, o que torna imprescindivel o
conhecimento do produto adquirido, tal como a variedade, pureza e germinagéo do
lote, bem como a procedéncia do mesmo (Ray et al., 2019). Assim, torna-se de
grande importancia o fornecimento de sementes viadveis aos consumidores, pois € a
forma de propagagdo mais eficiente para uma rapida disseminacdo de novos
materiais, como, também, importante para o sucesso do estabelecimento de uma

pastagem.

2.2 Importancia das pastagens no Brasil

O avancgo da pecuaria brasileira nos ultimos anos vem sendo acompanhado
pela demanda na implantagado de pastagens cultivadas no Brasil. A pecuaria € uma
das principais atividades econ6micas brasileiras, devido a sua vasta extensao
territorial e o clima favoravel (ABIEC, 2015). Esse fato motiva a ocupagao de cerca
de 30% do territério nacional com pastagens, o que corresponde a uma parcela de
30% do PIB do agronegécio (Sousa, 2017).

Atualmente, o Brasil ocupa uma posi¢ao de destaque no cenario mundial,
em relacdo a producdo de sementes de Urochloa spp., sendo atualmente o seu
maior produtor, consumidor e exportador (Vilela, 2005; Pereira et al., 2011).

A importancia econdmica e social da pecuaria no Brasil deve-se ao fato de
que 90% do rebanho bovino é criado e terminado em areas de pastagem (Ferraz;
Felicio, 2010), as quais ocupam 21% do territério nacional (~175 milhdes de
hectares) (Arantes, 2017). Estima-se que cerca de 56% dos 175 milhdes de hectares
de pastagens no Brasil sejam cultivadas (Araujo et al., 2017), sendo que das areas
de pastagem cultivadas, 95% s&o de origem Africana dos géneros Urochloa e
Panicum (Valle et al., 2011). Por ser a pecuaria brasileira uma atividade a pasto,
esta é altamente competitiva com o mercado externo, pois os custos envolvendo
transporte, armazenamento e alimentagdo sdo minimizados (Torres Junior; Aguiar,
2013).

O cultivo de pastagens tropicais no Brasil é relativamente recente, tendo sido
iniciado a partir da década de 70, proporcionando uma grande contribuicdo com a
pecuaria (Machado; Pereira, 2021). A substituicdo do plantio de mudas pela
propagacéo de sementes fez com que as areas de pastagens aumentassem. Esse
processo de formagao proporciona uma cobertura mais homogénea do solo, além de
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diminuir a quantidade de plantas invasoras e reduzir 0S processos erosivos
(Machado; Pereira, 2021). No Brasil, a produg¢do de ruminantes ocorre
predominantemente em sistema de cultivo extensivo, em regime de pastagem,
diferentemente dos outros paises que sao produtores de carne bovina (Sversutti;
Yada, 2019; Pezzopane et al., 2019). Além da grande importancia na pecuaria, as
forrageiras apresentam significativas vantagens quando utilizada em areas
degradadas.

Compreende-se por degradacédo do solo a perda de uma ou mais de suas
qualidades (seja de natureza fisica, quimica ou microbiolégica) que asseguram sua
capacidade produtiva, por meio de diferentes processos, como erosido hidrica,
erosdo edlica, desertificagcdo, salinizagdo, degradacao fisica, quimica e bioldgica
(Tavares Filho, 2016). Dados da FAO (2013) apontam que 30% das terras
agricultaveis do mundo apresentam algum estadio de degradagdo, com perdas
anuais de, aproximadamente, 24 bilhdes de toneladas de solos férteis, que
repercutem diretamente na eficiéncia da agricultura e pecuaria modernas (Roberts;
Ryan, 2015).

Estudos tém demonstrado a viabilidade técnica do consorcio de forrageiras
com cereais nos sistemas de Integracdo Lavoura-Pecuaria (ILP), havendo destaque
para a cultura do milho (Costa et al., 2013). Dentre as formas de cultivo mais
difundidas para o sistema ILP, destaca-se o consércio do milho com forrageiras
(Urochloa spp. e Panicum spp.), como, por exemplo, o Sistema Santa Brigida,
proposto em 2010, que objetiva incorporar as leguminosas consorciadas,
principalmente na cultura do milho e da Urochloa. Segundo Oliveira et al. (2010),
essa incorporagado tem como propdésito o aumento do aporte de nitrogénio ao solo,
via fixagao bioldgica do nitrogénio atmosférico.

Gramineas do género Urochloa representam a preferéncia entre os
produtores, devido as caracteristicas, tais como: limites mais amplos de altura de
pastejo, maior capacidade de rebrota e de cobertura do solo, menor formagao de
touceiras (Kichel et al., 2009), facil manejo, em fungédo do porte pequeno, tanto para
pastejo, quanto para dessecagéao e plantio direto das culturas em sucesséo (Zimmer,
2015).

Segundo Fagundes et al. (2006), ha necessidade de conhecimentos mais

detalhados sobre as plantas forrageiras, considerando-se que mudancgas
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morfolégicas e estruturais no pasto ocorrem ao longo do tempo. A utilizagdo de
espécies e ou cultivares de Urochloa em sistemas de produg¢ao de ruminantes em
pastejo foi proporcionada pelo conjunto de caracteristicas desejaveis dessas
forrageiras, que vem a ocorrer devido a sua adaptagao a variadas condigdes de solo
e clima (Fagundes et al., 2006).

Bottega et al. (2017), avaliando o crescimento dos capins U. brizantha cv.
Xaraés, U. brizantha cv. Marandu e U. ruziziensis cv. Ruziziensis e sua influéncia
sobre o rendimento do milho, em funcao do sistema de semeadura, observaram que
maior porcentagem de folhas e a maior relagdo folha:colmo no capim Xaraés:
55,57% e 1,27%, respectivamente. Apesar de ter sido observada menor massa de
forragem total, a maior parte foi composta por folhas, caracteristica desejavel,
quando o objetivo é a formagao de pastagem.

Portanto, a utilizagdo de plantas de cobertura € uma alternativa para simular
os ambientes naturais empregando o maximo de estratégias para reverter os
problemas oriundos de manejos convencionais do solo. E isso, somente € possivel,
com uso da palhada na superficie do solo, responsavel por aumentar a

biodiversidade, além da qualidade do solo (Leandro, 2006).

2.3 O género Urochloa

Urochoa spp. (sinonimia Brachiaria) faz parte de um pequeno grupo de
géneros que inclui Eriochloa Kunth 1815 e Panicum Linnaeus, 1929, pertencentes a
tribo Paniceae Reichenbach, 1828, subfamilia Panicoideae Braun, 1864, familia
Poaceae. Esse género abrange cerca de 100 espécies distribuidas pelos trépicos,
especialmente na Africa, regido dada como seu centro de origem. Estima-se que 40
milhdes de hectares das pastagens na regido central do Brasil sejam formadas por
esse género, sendo cultivada em todas as regides e ocupam uma posi¢cao de
destaque na pecuaria, por ter boas caracteristicas produtivas e por se adaptarem em
solos de baixa fertilidade (Nani, 2015; Sousa et al., 2007).

Devido a uma mudancga de nomenclatura, o género Brachiaria é atualmente
conhecido taxonomicamente como género Urochloa, pois alguns autores
questionam a validade do nome Braquiaria (Rodrigues-da-Silva, 2003; Velasco,
2011).
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E o mais cultivado em relacdo as demais gramineas forrageiras, devido a
sua rusticidade, alta adaptabilidade em diversas regides, com variagdes de clima e
solo. Atualmente, o pais € o maior produtor e exportador de sementes de gramineas
forrageiras tropicais, no qual cerca de 40 paises importam sementes (Cardoso et al.,
2014). Os principais importadores sao paises da América Central e América do Sul
(Favoreto et al., 2011; Santos et al., 2014).

Caracteriza-se por ser uma graminea perene, com habito de crescimento
semiereto a prostrado, podendo alcancgar até 1 metro de altura, com raizes bem
resistentes, de o6tima fixacdo ao solo, seus colmos sido em formatos cilindricos a
ovulados de pigmentacdo verde escura, correspondente a alta concentracdo de
clorofila, suas folhas medem de 20 a 40 centimetros de comprimento, largura entre
10 a 20 milimetros levemente asperas, suas inflorescéncias sdo do tipo paniculas
racemosas formadas de dois a cinco racemos com sementes arredondadas de facil
disseminagao (Bergamaschine et al., 2006; Valle et al.; 2011; Velasco, 2011).

As espécies U. decumbens, U. ruziziensis, U. humidicola e U. brizantha
podem ser consideradas as mais cultivadas no Brasil (Soares Filho, 1994). A
espécie com maior destaque no Brasil € a Urochloa brizantha (Pedreira et al., 2009),
e as principais cultivares da espécie sdo ‘Marandu’, ‘BRS Piatd’, ‘La Libertad’ e
‘Xaraés’, apresentando grande potencial de adaptagdo as condigdes tropicais
brasileiras (Valle et al., 2011).

A utilizagao dessa forrageira obteve destaque, devido as suas propriedades
nutricionais na alimentagcdo animal, sendo responsavel pelo fornecimento de fibras,
energia, proteinas, minerais e vitaminas (Pereira, 2019).

O sucesso do cultivo da pastagem desse género esta ligado a facil
adaptabilidade aos diversos sistemas de producéo e tipos de solo, até acidos, com
baixa e média fertilidade, em varzeas inundaveis, margens de florestas pouco
densas, regides semidesérticas e, principalmente, a sua resisténcia a cigarrinha das
pastagens. Portanto, desponta-se como uma das mais utilizadas no mercado
nacional (Vilela, 2005; Pereira et al., 2011).

2.4 Germinacao de sementes

A germinacdo de sementes € um processo que se inicia com a retomada do

crescimento do embrido. Para que uma semente possa germinar € necessario que
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Ihe seja dada todas as condigbes favoraveis, como, por exemplo, agua, luz,
temperatura, etc. As sementes de cerca de um tergo das espécies germinam
imediatamente em condi¢des favoraveis, mas as demais apresentam algum grau de
dorméncia (Ribeiro, 2014). Nas Regras para Analise de Sementes (Brasil, 2009)
existem normas para a conducgao do teste de germinagdo de um grande numero de
especies cultivaveis.

O teste de germinacgao é realizado com o objetivo de estabelecer o potencial
de germinacédo de um lote de sementes, sendo aplicado para fins comparativos de
lotes distintos e estabelecer o valor da densidade de semeadura no campo. O teste
é realizado rotineiramente em laboratério e seu valor é obtido da porcentagem de
plantulas consideradas normais, germinadas, em relagdo ao total de sementes
utilizadas no teste, sob condi¢cdes e periodos especificos para cada espécie (Brasil,
2009).

A qualidade fisiologica das sementes é caracterizada pela germinacao e pelo
vigor. Em tecnologia de sementes, a germinagao é definida como a emergéncia e o
desenvolvimento das estruturas essenciais do embrido, originando uma plantula
normal, sob condigdes ambientais favoraveis (Brasil, 2009). Ja vigor de sementes é
definido pela International Seed Testing Association (ISTA, 2014) como “o conjunto
de propriedades que determinam a atividade e o desempenho de lotes de sementes
com germinagao aceitavel, sob ampla variagdo de condigbes de ambiente”.

A qualidade das sementes de Urochloa sao usualmente avaliadas pelo teste
de germinacdo e, de acordo com as Regras para Analise de Sementes (Brasil,
2009), o periodo previsto para a realizagado desse teste é de 21 dias, podendo ser
prolongado por até 28 dias. As temperaturas alternadas para germinagdo das
sementes de Urochloa consideradas 6timas sdo de 15 — 35 °C ou 20 — 35 °C (Brasil,
2009).

As sementes secas, aléem de seu estado metabolicamente quiescente,
podem suportar varias reacdes oxidativas nao enzimaticas, causando o acumulo
progressivo de danos associados as espécies reativas de oxigénio (ROS), durante o
armazenamento. Isso resulta em uma fragilidade que pode ser fatal para o embrido
durante a embebicdo. Caso a semente encontre condigdes adequadas para a
germinagao durante a sua vida, pode, se ainda viavel, cumprir a sua finalidade e

liberar a plantula jovem. Mas, como consequéncia do processo de envelhecimento, o
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vigor das sementes pode ser severamente afetado. Como o processo de
germinagdo de sementes depende principalmente de mRNA e proteinas
armazenadas (Rajjou et. al., 2012), os danos em nivel de DNA podem resultar em
um desenvolvimento de aberragées morfolégicas ou plantulas anormais.

A oxidagdo leva ao acumulo de ROS durante o armazenamento, que sao
altamente reativas e podem modificar e inativar proteinas, lipidios, DNA e RNA, além
de induzir disfungdes celulares (Moller et al., 2007). O estudo de danos mediados
por ROS e reparacdo nas sementes € complexo, especialmente quando estdo em
estado desidratado. A adigdo de agua para as sementes secas poderia desencadear
processos de germinagdo, o que posteriormente ativaria o mecanismo de defesa
antioxidante (Clerkx et al., 2004).

Sementes de varias espécies de plantas sdo extremamente tolerantes a
condigbes ambientais severas, desde que estejam num estado de dessecacgdo. De
acordo com Landjeva et al. (2010), a semente em “estado seco” reduz a atividade
metabdlica para um nivel muito baixo, mantendo a sua capacidade de germinar
durante periodos consideraveis. Esta capacidade de retengdo da germinagao, apos
determinado periodo de armazenamento, que as sementes apresentam, é um
componente da “longevidade de sementes”, que pode ser definido com o periodo em
que a semente consegue permanecer viavel (Sano et al., 2016).

A disparidade no estado de espécies reativas de oxigénio (ROS) intracelular
e 0s consequentes danos oxidativos tém sido relacionados a perda de viabilidade
das sementes (Morscher et al., 2015; Sano et al., 2016). Durante a deterioragcédo da
semente ocorre um actmulo de ROS, como oxigénio singlete ('02), radicais
superoéxido (02" "), peroxido de hidrogénio (H.0-) e radicais hidroxila (OH’). As ROS
sao moléculas altamente reativas e tdéxicas, com potencial para deteriorar
membranas celulares, acidos nucléicos, proteinas, carboidratos e lipidios, causando
danos irreversiveis aos sistemas celulares (Gill; Tuteja, 2010; Sharma et al., 2012).
Desse modo, o rompimento das membranas celulares e a peroxidacao lipidica,
mediada por radicais, foram demonstrados como sendo o principal dano durante a
deterioragdo (Fu et al., 2015). Além disso, alguns autores afirmam que primeiro
evento no envelhecimento € a peroxidagéo lipidica (Delouche; Baskin, 2021).

No campo, inumeras restricoes, como o pH do solo, salinidade,

disponibilidade de oxigénio, luz, presenca de compostos téxicos e microrganismos
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podem promover o envelhecimento das sementes. Em plantas, tem sido descrito
que processos de desenvolvimento e / ou tensdes ambientais podem induzir a
producao de ROS enddgena, embora os mecanismos envolvidos na sua geragao em
sementes ortodoxas permaneg¢am, ainda, indescritiveis (Bewley; Black, 2012).

Embora potentes agentes de deterioragao celular, a produgcéo de ROS esta
envolvida na sinalizagdo e fungdes fisiologicas em respostas de estresse abidtico
(Gill; Tuteja, 2010) durante a germinagao e dorméncia de sementes (Bailly, 2004; EI-
Maarouf-Bouteau; Bailly et al., 2008; Kranner et al., 2010; ElI-Maarouf-Bouteau et al.,
2013; Diaz-Vivancos et al., 2013).

A maioria das gramineas forrageiras tropicais apresenta dorméncia nas suas
sementes o que dificulta a avaliagcdo da qualidade fisiolégica, a emergéncia das
plantulas no campo e, consequentemente, afeta o estabelecimento das pastagens
(Costa et al., 2012). Trombeta (2013) define dorméncia como um fenédmeno natural,
no qual a germinag&o nao ocorre, mesmo com todas as condigdes ambientais ideais

para que isso acontega.

2.5 Dorméncia em sementes

A dorméncia é definida segundo Almeida (2004), como fendmeno pelo qual
as sementes, apesar de viaveis e dispondo de condicbes ambientais favoraveis, nao
germinam.

Para superar essa incapacidade momentanea da semente para completar o
processo de germinagao é necessario que as sementes sejam expostas a condigdes
ambientais especiais, diferentes das exigidas por sementes quiescentes da mesma
espécie (Marcos Filho, 2015).

Dentre os diversos géneros de gramineas forrageiras que se apresentam
como opgdes para a formagédo de pastagem, o género Urochloa destaca-se como
um dos mais cultivados, devido a sua adaptacdo as diferentes condigdes
edafoclimaticas e de manejo da pastagem (Cardoso et al., 2014; Porto, 2017). Além
disso, a pastagem com espécies desse género, quando bem manejada, dispde de
valores nutricionais capazes de proporcionar ganho animal, oferecendo maior
viabilidade econémica (Crispim; Branco, 2002).

No entanto, assim como a maioria das gramineas forrageiras, as sementes

do género Urochloa normalmente apresentam dorméncia, o que impede a
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germinagado e emergéncia das plantulas no campo e, consequentemente, afeta o
estabelecimento das pastagens (Lima et al., 2015).

De acordo com Lima et al. (2015), as sementes desse género apresentam
dificuldades para germinar, tanto em laboratério quanto no campo, e o principal fator
que contribui para que isto ocorra é a presenga da dorméncia. As causas para
dorméncia em sementes sdo variadas.

Liborio et al. (2018) cita que as sementes do género Urochloa podem ter a
dorméncia justificada pelos seus envoltérios (gluma, palea e lema), onde constituem
um empecilho para germinagdo, por restringir as trocas gasosas e fornecer uma
barreira mecanica, além da dorméncia de natureza fisioldgica atribuida ao embrido.
Devido a esse fato, se faz necessario o uso de técnicas que possam superar a

dorméncia das sementes desses géneros.

2.5.1 Tipos de dorméncia

A dorméncia, com base na origem, pode ser classificada como primaria ou
secundaria, sendo a dorméncia primaria aquela que ja esta presente nas sementes
colhidas e a dorméncia secundaria esta relacionada a incapacidade de germinar e é
ocasionada por alteragbes fisioldégicas provocadas por exposicdo a condi¢des
adversas a germinacdo, apds a colheita (Libério et al., 2018). O autor também
aponta que a dorméncia ainda pode ser classificada com base nos mecanismos
como endogena e exdgena. A dorméncia enddgena ou embrionaria € causada,
geralmente, por embrido imaturo (dorméncia morfolégica) ou mecanismos
fisiolégicos de inibicao que impedem seu desenvolvimento (dorméncia fisioldgica). E,
no caso da dorméncia exdégena ou tegumentar, existe algum impedimento causado
pelos tecidos que envolvem a semente (extraembrionario), como o tegumento ou
partes do fruto, sendo superada se o embrido for isolado, podendo ser associada a
fatores fisicos, quimicos ou mecanicos.

Fowler e Bianchett (2000) abordam que na dorméncia tegumentar ou
exdégena a germinagdo das sementes € bloqueada pelos seguintes fatores: i)
interferéncia na absorgédo de agua; ii) impedimento mecanico, em que varios tecidos
ao redor do embridao sao extremamente resistentes, e se o embrido n&o conseguir

rompe-lo, ele ndo germina; e iii) interferéncia nas trocas gasosas: os tecidos
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impermeaveis que circundam o embrido limitam sua capacidade de trocas gasosas,
impedindo a entrada do oxigénio, limitante a germinagao, mantendo-a dormente.

De acordo com Cardoso (2009), a dorméncia fisica é causada por uma ou
mais camadas de células impermeaveis a agua e/ou as trocas gasosas situadas no
tegumento ou nos envoltérios da semente, em geral. A dorméncia quimica se
manifesta a partir da acdo de substancias inibidoras de crescimento, que estédo
presentes no pericarpo ou nas partes internas da semente (Vivian et al., 2008). A
dorméncia mecanica, por sua vez, ocorre quando ha absorcdo de agua e de
oxigénio, mas a expansdo do embrido é limitada pela resisténcia exercida pelo
tegumento das sementes, pericarpo ou pelas paredes celulares do tecido de reserva
(Marcos Filho, 2015). As causas e os tipos de dorméncia variam de acordo com a
espécie, podendo ocorrer isoladamente ou em combinacao (Figueiredo et al., 2015).

Existem alguns métodos recomendados para a superagao total da “dureza”
das sementes. A eficiéncia de cada tratamento é variavel, segundo a espécie
(Lacerda et al., 2010). Os métodos mais usuais empregados sdo: a escarificagao
quimica com &cido sulfurico concentrado, embebigdo com nitrato de potassio (Brasil,
2009) e periodo de armazenamento, em associagdo a altas temperaturas
(Trombetta, 2013).

A atuagdo da escarificagcdo mecanica ou quimica com acido sulfurico na
superagao da dorméncia de sementes de Urochloa spp. seria por meio da remogao
total ou parcial das estruturas externas das sementes, como gluma, palea e lema
(Usberti; Martins, 2007; Brasil, 2009; Martins et al., 2013). Tais estruturas estariam
associadas a dorméncia por causa da impermeabilidade a agua e resisténcia ao
desenvolvimento do embrido (Ajala-Luccas et al., 2018), baixa permeabilidade as
trocas gasosas (Meschede et al., 2004; Liborio et al., 2017) e presenca de
substéncias inibidoras da germinacado (Martins; Silva, 2001; Camara; Stacciarini-
Seraphin, 2002).

O crescimento de um segmento consumidor mais instruido e rigoroso vém
estimulando mudangas em relagdo aos métodos de superagdao da dorméncia de

sementes de forrageiras (Vigna et al., 2011; Libdrio et al., 2017).
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2.6 Composicgao lipidica de sementes

O papel dos nutrientes € indispensavel na formacdo das sementes,
principalmente no que se refere a constituicio de membranas e acumulo de
carboidratos, lipidios e proteinas. As funcbes de ativagcdo de enzimas, sintese de
proteinas, transferéncia de energia e regulacdo hormonal, sdo caracteristicas
fundamentais do aspecto de formacao, desenvolvimento e maturagcdo das sementes
e, assim, tanto macro como micronutrientes apresentam importancia semelhante
nesses episodios (Sa, 1994).

A composicdo de acidos graxos pode interferir com o comportamento
fisiologico da semente, seja ela, recalcitrante, intermediaria ou ortodoxa. Quanto
mais acidos graxos saturados presentes na semente, mais recalcitrante elas séo, ao
passo que, quanto mais insaturados, mais ortodoxas (Liu et al., 2007; Crane et al.,
2006, Mello et al., 2010).

No estado vitreo, estes oligossacarideos sdo eficazes contra danos a
membrana, devido a desidratagdo, impedindo a fusdo das vesiculas adjacentes
durante a secagem e mantendo lipidios em uma fase fluida durante a dessecacgéo.
Os agucares também ajudam a proteger a estrutura e funcionamento de proteinas
labeis (Imamura et al., 2003). O estado vitreo impede eventos prejudiciais, como
reacdo de Mailard, onde as rafinoses tém sido associadas a protecdao de danos
oxidativos, possivelmente por eliminagdo de radicais hidroxilas (Nishizawa et al.,
2008). No citoplasma em estado vitreo também se encontra abundancia de
proteinas LEA (“late embryonic abundant proteins”), que estdo associadas a
tolerancia a dessecacao e ao estresse, por serem extremamente hidrofilicas.

A membrana plasmatica corresponde a uma bicamada fluida de fosfolipidios
descontinuos com proteinas globulares parcialmente incorporadas a essa matriz
(Sych et al., 2018). Essas proteinas desempenham um papel vital na protecédo da
integridade do interior da célula e regulam minuciosamente a importagdo e
exportacao de varias substancias (Sych et al., 2018). A peroxidagao lipidica que
causa danos a membrana é a formacao de hidroperoxidos, por meio da reagao entre
moléculas de oxigénio e acidos graxos insaturados (Gaschler; Stockwell, 2017),
modificando a permeabilidade da membrana, levando, assim, a sua desestruturagao
(Ali et al., 2017).



31

O dano a membrana plasmatica da semente n&do sé proporciona uma troca
inadequada de solutos entre a célula e o ambiente externo, mas também leva a um
aumento dos danos ao material genético pelo malondialdeido (MDA), aumentando o
consumo de reservas. Desse modo, as sementes com lesdo na membrana
plasmatica apresentam perdas mais consideraveis de vigor e viabilidade (Padua,
2019).

A deterioracdo das sementes € um processo degenerativo irreversivel e
cumulativo (Kapoor et al., 2011), que se origina no ponto de maturidade fisiologica,
com a semente ainda ligada a planta e termina com a sua morte, isto €, com a perda
da capacidade de germinar. Danos de carater ultra estrutural e bioquimico ocorrem
antes mesmo que sejam percebidos pelo teste de germinagdo, como a danificagéao
dos sistemas de membranas, do DNA e de outros constituintes celulares (Walters et
al., 2010).

As principais substancias de reserva das sementes consistem de proteinas,
carboidratos (principalmente amido) e / ou lipideos (triglicerideos ou acidos graxos).
Moléculas de carbono em acidos graxos sao altamente reduzidas, entdo, a oxidagao
de reserva lipidica durante a germinagéo libera mais que o dobro de energia que a
oxidagdo de carboidratos e proteinas de reserva, em base de grama por grama
(Graham, 2008; Baud; Lepiniec, 2010; Bewley; Black, 2012). O processo de
biossintese de acidos graxos comega no inicio da fase de maturagao, logo que a
morfogénese é finalizada (Baud; Lepiniec, 2010).

Os lipidios sao definidos como compostos insoluveis em agua constituidos
por diversas substancias, estando entre elas os acidos graxos, que sdo acidos
carboxilicos com cadeias hidrocarbonadas, que podem apresentar diferentes
comprimentos de cadeia de carbonos (cadeia curta, média e longa); essas podem
apresentar ou ndo duplas ligagbes (saturados e insaturados), além de possuirem
diferentes configuragcdes das duplas ligagdes (cis e trans). Os acidos graxos
insaturados contém uma ou mais duplas ligagdes na cadeia hidrocarbonada e sao
classificados em monoinsaturados ou poliinsaturados e pertencem a diferentes
séries, sendo denominados como émega-3, dmega-6 e dmega-9 (Nasciutti et al.,
2015).

Alguns estudos relataram que sementes contendo lipidios como o principal

componente de armazenamento possuem vida mais curta do que sementes com
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principal componente as proteinas ou reservas de carboidratos (Nagel; Borner,
2010), enquanto outros n&o encontraram associacdo entre as reservas de
armazenamento de sementes e a sua longevidade (Walters et al., 2005; Probert et
al., 2009). No entanto, a capacidade de armazenamento da semente pode estar
relacionada a composicao lipidica, ao invés do conteudo lipidico, particularmente em
relacédo a estabilidade lipidica (Ponquett et al., 1992) e propriedades térmicas (Crane
et al., 2003; 2006).

No armazenamento, as sementes sofrem alteragbes progressivas em seus
constituintes celulares (proteinas, lipidios, acidos nucléicos, agucares, etc.), em
funcdo do processo de oxidagdo, como a reacdo de Maillard e Amadori (Murthy;
Sun, 2000), peroxidacao lipidica (Wilson Jr.; McDonald Jr., 1986) ou carbonilagao de
proteinas (Arc et al., 2011). No inicio do armazenamento ocorre a liberagdo da
dorméncia e um aumento na germinagao das sementes. Consequentemente, com o
prolongamento do armazenamento em condi¢gdes ndo ideias, ocorre um acumulo do
dano celular oxidativo, induzindo a perda do vigor das sementes e levando a
incapacidade de germinagao (Sano et al., 2016).

As baixas taxas de respiragdo e metabolismo, inferidas pelo decréscimo de
compostos intermediarios do ciclo do &acido tricarboxilico, caracterizam a
permanéncia das sementes em estado de criptobiose (Fait et al. 2006; Hell, 2014;
Marcos Filho, 2015). Fait et al. (2006) observaram alteragbes no perfil metabdlico e
de transcritos durante o desenvolvimento de sementes de Arabidopsis thaliana,
considerada ortodoxa, indicando redugdo no metabolismo durante a fase de
secagem.

Em sementes ortodoxas secas observa-se, ainda, acumulo de proteinas LEA
(“Late Embryogenesis Abundant”) e de agucares nao redutores, como a sacarose e
oligossacarideos da série da rafinose (OSR) em quantidades relativamente elevadas
(Hoekstra et al., 2001; Baud et al., 2002; Angelovici et al., 2010).

Durante o periodo no qual as sementes mantém intensa atividade metabdlica,
mas nao completam a germinagdo, o metabolismo pode ser desordenado, com
consumo de reservas e liberagéo de radicais livres. Ambas as atividades prejudicam
a manutengdo da viabilidade das sementes durante o armazenamento e,
consequentemente, favorecem sua rapida deterioragdo (Barbedo; Marcos Filho,

1998; Berjak; Pammenter, 2008). Outra possibilidade seria a presenga de reagdes
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oxidativas, que nao a respiracao, tais como a peroxidacao de lipidios e oxidacao de
compostos fendlicos, que podem estar envolvidos com a deterioracdo das sementes
(Hendry, 1993; McDonald, 1999; Bailly, 2004; Berjak; Pammenter, 2008; Roach et
al., 2010).

Se os acidos graxos sdo de um tipo ou outro (insaturados ou saturados) suas
concentracdes tém consequéncias para o comportamento de armazenamento
(Walters et al., 2004; Crane et al., 2006; Walters et al., 2015). As sementes sao
mortas se expostas a agua livre, enquanto seus triacilglicerdis estao cristalizados
(Crane et al., 2003; Volk et al., 2006). Assim, sementes, com altas concentra¢des de
lipideos saturados, os quais nao se liquefazem a temperatura de 25 °C,
normalmente utilizada para germinacao no laboratério ou em campo e que foram
armazenadas a temperatura subzero, podem necessitar de um tratamento térmico,
para que os lipideos voltem a conformacgdo original, antes de serem postas a
germinar. A agua livre podera induzir danos as membranas das sementes e
ocasionar perda dos compostos soluveis, especialmente em sementes de
comportamento intermediario e recalcitrante, que apresentam uma maior
percentagem de acidos graxos saturados de cadeia longa (Ellis et al., 1990;
Sacandé et al., 2000).

O processo de deterioracdo da semente ainda é mal compreendido, sendo,
entdo, uma importante area de pesquisa (Hu et al., 2012). Portanto, estudos com
informacdes sobre a capacidade de armazenamento de sementes tornam-se
relevantes e podem auxiliar a definir estratégias de conservagdo, o que é
particularmente essencial para o estabelecimento de novos campos de produg¢ao por
agricultores de baixa tecnologia, que s&o predominantes no Brasil (Arruda et al.,
2004).
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3 HIPOTESE

Durante o periodo de armazenamento, o metabolismo é reduzido, porém,
ocorre consumo de reservas e liberagdo de radicais livres. Com isso, ocorrem
alteracdes na resposta fisiologica da semente, em relagdo a dorméncia, germinagéo
e deterioracao, que se acentuam quanto maior o teor de agua das sementes. Supde-
se, entdo, que, quanto maior o periodo de armazenamento e maior o teor de agua
da semente, ocorrera alteracdo no perfil lipidico, na relacdo acidos graxos
insaturados por saturados, no processo oxidativo e na resposta antioxidante, com

reflexos no comportamento fisioldgico da semente.
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4 OBJETIVO

O objetivo foi caracterizar o comportamento das sementes de espécies de
Urochloa e seus respectivos cultivares, durante o armazenamento das sementes em
ambiente a 4,5 e 50% de umidade relativa, relacionando ao comportamento
fisioloégico de germinagao, dorméncia, processo oxidativo, na resposta antioxidante e

na alteracao do perfil lipidico.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Estudo do armazenamento de sementes

5.1.1 Selegao e condicionamento de sementes

O presente experimento foi conduzido com um lote de sementes puras de
cada cultivar provenientes de associados da ANPROSEM - Associagao Nacional de
Produtores de Sementes de Gramineas e Leguminosas Forrageiras, localizada no
municipio de Presidente Prudente — SP.

Foram utilizadas sementes das seguintes espécies e respectivos cultivares:
Urochloa brizantha cv. ‘Marandu’, ‘Basilisk’, ‘MG5 Vitoria’ e ‘BRS Piatd’, U.
humidicola cv. ‘Tully’ e ‘Llanero’ e U. ruziziensis cv. ‘Kennedy’

As sementes foram selecionadas por fluxo de ar em um soprador de
sementes do modelo South Dakota (DelLeo, Porto Alegre - RS) e, em seguida,
manualmente usando pinga para comporem porgdes de sementes puras, uma vez
que as sementes solicitadas e recebidas das empresas foram as colhidas no campo
de producgao e nio foram beneficiadas.

Os lotes de sementes de cada cultivar foram divididos em duas porgoes. As
porcdes foram colocadas em sacos de papel que foram equilibrados sobre silica gel
branca (com silica laranja usada como indicador), fornecendo 4,5% de umidade
relativa (UR), e outra sobre uma solugéo de cloreto de litio (36,4 g de LiCl em 100
mL de H,0), fornecendo 50% UR (Hay et al., 2008).

As sementes equilibradas foram mantidas em duas caixas plasticas
herméticas com vedagéo de borracha (28,5 x 10,0 x 21,5 cm) durante o periodo de
armazenamento de 24 meses, a temperatura de 20 + 3 °C nos ambientes com 4,5 e
50% de UR (Figura 1), verificadas com termohigrémetro digital periodicamente.

As sementes foram amostradas em intervalos de 90 dias (0, 3, 6, 9, 12, 15 e
24 meses) ao longo do periodo de armazenamento. A UR foi verificada usando um
potenciobmetro WP4T Dew Point (Decagon Devices Inc., Pullman, WA, EUA), que

mede o potencial da agua (MPa), o qual foi posteriormente convertido em UR (%).
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Figura 1 - Caixas plasticas herméticas armazenadas a temperatura de 20 £ 3 °C nos
ambientes com 50% (A) e 4,5% (B) de umidade relativa. Fonte: Autor.

5.1.2 Teor de agua nas sementes

O teor de agua foi determinado gravimetricamente uma semana apos o
equilibrio das sementes e depois a cada periodo de avaliagéo; para isso, um grama
de sementes por tratamento (duas repetigcdes cada) foi colocado em uma estufa sem
fluxo de ar a temperatura de 105 £ 3 °C por 24 h (Brasil, 2009).

5.1.3 Germinagéo e viabilidade de sementes

O teste de germinagao foi realizado com quatro subamostras de 100
sementes para cada periodo de armazenamento e umidade relativa. As semeaduras
foram realizadas sobre duas toalhas de papel toalha (tipo germitest), dentro de
caixas plasticas transparentes, que foram posteriormente mantidas em um
germinador, regulado para fornecer a temperatura alternada de 15-35 °C, com um
fotoperiodo de oito horas, coincidindo com a maior temperatura (Brasil, 2009). A
germinagao foi mensurada a cada dois dias, durante 21 dias apds a semeadura, e
as sementes foram consideradas germinadas quando a protrusado radicular primaria
atingiu 2 mm.

Ao final do teste de germinag&o, as sementes restantes foram submetidas
ao teste de tetrazolio (TZ), de acordo com Abrantes et al. (2020) com modificagdes,
para determinar a porcentagem de sementes dormentes (coloridas por TZ) e mortas
(ndo coloridas por TZ). Para isso, as sementes foram embebidas por 16 h em papel
umedecido com agua na propor¢ao de 2,5 vezes a massa do papel seco e depois
cortadas manualmente (longitudinalmente até dois tergos, atingindo o embrido e
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parte do endosperma) foram imersas em solugao de cloreto de 2,3,5-trifenil tetrazolio
a 0,1% por 5 horas a 40 °C no escuro. Posteriormente, a solucio foi descartada, as
sementes foram enxaguadas e os embrides considerados viaveis quando as partes
vitais estavam coloridas de vermelho. Os resultados foram expressos em
porcentagem de sementes viaveis.

A classificagdo visual da imagem do teste de tetrazolio foi realizada para
cada fragmento de semente, baseando-se na classificagdo proposta pelas Regras
para Andlise de Sementes (Brasil, 2009), para a espécie em estudo (Figura 2).
Considerando-se a localizacédo e a intensidade da coloragao, foi possivel identificar

duas categorias: viaveis e nao viaveis.
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Figura 2 - Escala para classificacéo visual dos resultados do teste de tetrazdlio em
sementes de Urochloa spp. Fonte: Brasil (2009).

Durante cada periodo de armazenamento, uma por¢ao de sementes foi
submetida as analises bioquimicas para quantificacdo de H,O,, atividade de
superéxido dismutase (SOD), atividade de catalase (CAT), atividade de guaiacol
peroxidase (PRX) e determinagdo do conteudo lipidico (transesterificacdo de acidos

graxos e cromatografia gasosa (GC)).

5.2 Analises bioquimicas e alteragées durante o armazenamento
5.2.1 Extracdo enzimatica

Quatro subamostras de, aproximadamente, 0,2 g de sementes secas de

cada tratamento foram congeladas em nitrogénio liquido e, depois, moidas com um
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almofariz e pildo. Posteriormente, foi adicionado tampao fosfato de sédio 0,1 M (pH
7,8), contendo 0,4 g de polivinilpirrolidona e consistindo em ditiotreitol 2 mM, EDTA
0,1 mM e PEG4000 1,25 mM a 4 °C. Em seguida, o conteudo foi bem misturado.
Sementes secas foram utilizadas para medir a atividade enzimatica, na auséncia de
qualquer sintese de novo. Os extratos foram centrifugados a 12.000 rpm por 20
minutos e o sobrenadante foi dividido em quatro aliquotas, uma das quais foi usada
para quantificagao de proteinas (Bradford, 1976).

As restantes aliquotas foram imediatamente analisadas ou armazenadas a -

80 °C e, depois, utilizadas para medir a atividade enzimatica.

5.2.2 Atividade da Superéxido dismutase (SOD, EC.1.15.11)

A atividade da SOD foi medida de acordo com o método utilizado por Moriya
et al. (2015). Uma unidade de SOD (por mg de proteina™) foi definida como a
atividade enzimatica capaz de inibir a fotorredu¢ao do nitro azul tetrazélio (NBT) em
formazan azul em 50%.
Cinquenta microlitros do extrato foram adicionados ao tampéo fosfato 0,1 M
(pH 7,8), adicionado de 1,3 pyM de riboflavina, 13 mM de metionina e 63 uM de NBT.
Os tubos foram incubados a temperatura de 25 °C por 15 minutos sob luz
fluorescente, apdés o qual a absorbancia foi medida a 560 nm. Tubos contendo a
mesma mistura e 50 uL do tampé&o de extracdo e sem extratos de amostra foram
utilizados como controle. Os dados da atividade da SOD foram normalizados para o
teor de proteinas, de acordo com o método de Bradford (1976) e expressos em

unidades de SOD por miligrama de proteina (Lei et al., 2005).

5.2.3 Atividade de Catalase (CAT, EC. 1.11.1.6)

Duzentos microlitros do sobrenadante do extrato foram adicionados a 4,3 mL
de tampao fosfato 50 mM (pH 7,0) contendo 3,125 mM de H,O,. A atividade da CAT
foi medida usando o decaimento de H,O, medindo a absorbancia a 240 nm e foi
expressa como nmol de decaimento de H,O, (mg de proteina™ min™) (Lei et al.,
2005).
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5.2.4 Atividade da Guaiacol Peroxidase (PRX, EC. 1.11.1.7)

Um micrograma de proteina, ajustado para 10 yL de extrato, foi adicionado a
2,5 mL de tampao fosfato 0,1 M (pH 7,8), contendo 13 mM de guaiacol e perdxido de
hidrogénio a 5 mM, e a mistura foi incubada por 20 minutos a temperatura de 30°C;

a absorbancia foi medida a 470 nm, usando o procedimento de Putter (1974).

5.2.5 Quantificacdo de Perdéxido de Hidrogénio (H-05)

Foi quantificado segundo o protocolo de Alexieva et al. (2001). As amostras
de sementes foram maceradas com TCA 0,1% na relagdo de 100 mg mL™" (m/v);
transferidas para microtubos e centrifugados a 10000 rpm por 15 min a 4°C. A 200
ML do sobrenadante foi adicionado 200 uL de tampéo fosfato de potassio 100 mM
(pH 7,8) e 800 pL de iodeto de potassio 1 M. Os tubos com a reagdo foram
colocados no gelo e permaneceram no escuro, durante uma hora. Para estabilizar a
reacao, as amostras permaneceram 20 min no escuro e em temperatura ambiente,
sendo posteriormente, realizada a leitura em espectrofotbmetro a 390 nm. A
quantidade de H,O, foi expressa em umol g'1 de massa fresca.

5.3 Determinagao da composigao lipidica
5.3.1 Transesterificacdo de acidos graxos e cromatografia gasosa (GC)

Para esta determinacdo, no periodo inicial (0 meses) e periodo final (24
meses) foram armazenadas 20 unidades de espiguetas (Figura 3A) de cada cultivar
e cariopses que foram divididas em duas porcdes, sendo a porgcao superior

(endosperma) e a porgao inferior (embrionaria).
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Figura 3 - Espigueta e cariopse das espécies de Urochloa.

Espigueta (A) e cariopse (B) de Urochloa brizantha cv. ‘Marandu’, espigueta (C) e
cariopse (D) de U. humidicola cv. ‘Llanero” e espigueta (E) e cariopse (F) de U.
ruziziensis cv. ‘Kennedy’. Fonte: Autor.

As espiguetas e divisdo da cariopse (Figura 4) foram armazenadas em
ultrafreezer a -80° C para que ndo ocorresse interferéncia no processo de
transesterificagado de acidos graxos e impedir a recuperagao dos mesmos.

Ao fim do periodo de armazenamento, foi realizada uma analise prévia de
transesterificagdo de acidos graxos e cromatografia gasosa, para determinacao de
qual amostra apresentaria maior porcentagem de acidos graxos na composi¢ao. A
partir disso, a metodologia selecionada para a analise foi com a porgao inferior
macerada.

Por causa da facilidade e alto conteudo recuperado, a transesterificagcao
direta, tendo acido sulfurico em metanol como catalisador (Cavonius et al., 2014), foi

utilizada neste estudo, seguindo a metodologia adaptada de Colville et al. (2016).

Figura 4 - Cariopse cortada de Urochloa brizantha cv. ‘Marandu’ mostrando a
porcao inferior (embrionaria). Fonte: Autor.
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Os dados de composicdo percentual de lipideos foram agrupados em
categorias: a) saturados e b) insaturados, os quais foram por sua vez divididos em
b1) monoinsaturados e b2) polinsaturados. Com estes dados foram calculados os
valores de DBI (Double Bond Index) (Pamplona et al., 1998) através da férmula:

DBI = ) mol% of unsatured fatty acids x number of each unsatured e Pl
(Peroxidation index, Pamplona et al., 1998):
Pl = (% monoenoic acid x 0,025+ % dienoic acid x 1 + % trienoic acid *2), 0s

Y insaturado

quais juntamente com a relagdo de , permitiram a classificacdo das

Y saturado

sementes em categorias.

Os acidos graxos saturados foram calculados como SFA= %% (16:0+18:0).
Os acidos graxos insaturados foram calculados como UFA= 2% (monoinsaturados +
poliinsaturados). Os acidos graxos monoinsaturados foram calculados como MUFA
= 2% (16:1+18:1). Os acidos graxos polinsaturados foram calculados como PUFA =
2% (18:2).

5.4 Analise estatistica

O experimento de armazenamento foi conduzido de acordo com um
delineamento inteiramente casualizado, separadamente para cada gendtipo,
considerando duas condi¢cdes de armazenamento (4,5 e 50% de UR) e 7 periodos
de armazenamento (0, 3, 6, 9, 12, 15 e 24 meses), em esquema fatorial 2 x 7. O
programa estatistico SISVAR foi utilizado para a realizagdo das analises e
verificacdo da distribuicdo normal pelo teste de Shapiro-Wilk para decisdo sobre
necessidade de transformacao dos dados de alguma variavel.

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA). Quando
significativos, de acordo com o teste F, as médias dos tratamentos foram agrupadas
pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05).
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6 RESULTADOS

6.1 Analise do grau de umidade nas diferentes condi¢oes e periodos de
armazenamento

Dentre os fatores que afetam a conservagdo de sementes, sdo de grande
importancia, a umidade relativa do ar e a temperatura, pois caso sejam
desfavoraveis, causam redugao do potencial fisioldgico das sementes.

Na Tabela 1, é possivel perceber que no ambiente de 4,5% de UR, a umidade
das sementes permaneceu entre 6 € 7%. Nas sementes armazenadas a 50% de
UR, os valores de umidade da semente se mantiveram estaveis ao longo do periodo

de armazenamento, ficando entre 10 a 13% de teor de agua.

Tabela 1 - Porcentagem de médias (xtDP) do teor de agua das sementes de
espécies de Urochloa com 4,5% e 50% de umidade relativa, durante os periodos de
0,3,6,9, 12, 15 e 24 meses de armazenamento.

Armazenamento com 4,5% de UR
Ugs (%)
Periodo de armazenamento (meses)
Cultivar 1] 3 B g 12 15 24
Marandu 585+063 550+029 6.71+393 912+077 6.56 +0.50 683017 6.69 + 0.59
Basilisk 679+020 6.34+023 854+015 861032 TA9+077 6.61+038 6.61+ 063
BRS Piata 572+054 563+043 T.01+0.81 §32+031 796 +059 6.47 +0.31 6.46 + 0.58
MG5 V. 6.02+054 558 +0.40 8.14 +1.31 8.40 + 0.61 8.48+1.03 743070 F04+070
Tully 604 +009 495+078 T.02+304 8.71+058 6.65+1.05 561+120 8.96 + 0.68
Llanero 513020 6.67+1.87 T28+0.76 943+ 151 6.77 £1.53 6.09+012 6.57 + 0.91
Kennedy 612 + 0.67 541+049 832+184 850017 718+025 6.69+025 T87+074
Armazenamento com 50% de UR
Uss (%)
Periodo de armazenamento (meses)
Cultivar 0 3 ] ] 12 15 24

Marandu 10,10 £ 1.682 1016+ 0.49 11.39 £ 0.07 927 +0.15 11.61 127 11.05+0.40 11.20 £ 0.86
Basilisk 10,10 £ 0.08 1014 £ 0.36 11.58 £ 0.46 10.83 £ 0.86 11.46 £ 0.49 10.90 £ 0.22 10.30 £ 0.43
BRS Piatd 1252118 1221+3.42 10.89 £ 0.41 10,72+ 020 1278 039 11.42+023 10,83 £0.74

MG5 V. 10.14 £ 0.43 971032 12.50 £2.44 1021 +0.74 12.60 £ 0.46 11.38 022 11.20 £0.258

Tully 11.07 £ 0.63 1028 £ 0.96 11.70 £ 0.43 993+069 12.43 £ 063 993034 10.69 £ 0.45
Lianero 1032 £ 0.57 999+028 11.59 £ 0.41 1075 +0.41 1335013 11.42+1.33 1032 £ 0.30
Kennedy 068 +1.46 973020 MA0£1.77 10.31+0.38 13.25 £ 0.36 10.92 £ 0.64 10.89 £ 0.55

Umidade em base umida (Ugs). Fonte: Autor.

Vale ressaltar que as sementes se mantiveram em temperatura constante de
20°C durante todo o armazenamento, em ambas as umidades relativas que |he

foram impostas. Quanto maior a temperatura, em especial entre 21 e 27°C, maior a
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taxa respiratoria das sementes e a atividade de fungos, ao passo que, quanto mais
baixa, maior sera a probabilidade de manter uma boa conservagao (Peske et al.,
2012).

6.2 Caracterizagao da qualidade fisiolégica e viabilidade das sementes

6.2.1 Germinacao (G), indice de velocidade de germinacédo (IVG) e dorméncia (D)
em sementes armazenadas com 4,5% e 50% de umidade relativa

No cultivar ‘Marandu’ (Tabela 2) pode-se observar um aumento na G, em
ambas as condi¢gdes, com o avango no periodo de armazenamento, ocorrendo um
decréscimo no 3°, 12° e ultimo més para as sementes na condi¢cao de 4,5%, e no 3°
més, nas sementes a 50% de UR, chegando a 55% de G. A maior porcentagem de
G nas sementes a 50% de UR ocorreu no 15° més (85,7%), periodo em que houve
um menor valor de H,O, presente nas amostras desse cultivar, sinalizando um
estresse oxidativo menos pronunciado.

O IVG diminuiu somente no 12° més nas sementes armazenadas com menor
umidade relativa (4,5%), confirmando o menor valor de G no periodo, bem como o
aumento na porcentagem de dorméncia (Tabela 2). Os maiores valores de IVG
foram observados no 15° més, em ambas as condi¢cdes, assim como observado nos
resultados de G.

Como as sementes ficaram armazenadas no estado seco, o baixo teor de
agua na semente impediu a atividade metabdlica, aumentando a quantidade de
espécies reativas de oxigénio (ROS), promovendo a liberagdo da dorméncia apos

determinado periodo.



45

Tabela 2 - Médias da porcentagem de germinacgédo (G), indice de velocidade de
germinacgao (IVG) e dorméncia (D) para sementes de U. brizantha cv. ‘Marandu’,
armazenadas com 4,5% e 50% de umidade relativa, em diferentes periodos de
armazenamento.

Urochloa brizantha cv. Marandu

G (%)
Periodo de Armazenamento (meses)
UR 0 3 6 9 12 15 24 Médias

45% 655Aa 552Ba 667Aa 692Aa 427Bb 780Aa 470Bb 606
50% 667Ba 550Ba 660Ba 725Aa 677Ba 857Aa 742Aa 696

Médias 66,1 55,1 65,8 71,0 552 817 606
VG
UR 0 3 6 9 12 15 24  Medias

45% 70Aa 57ha 68Aa T73Aa 35Bb 88Aa 37Bb 61
50% 71Ba 52Ba 54Ba 83Aa 60Ba 97Aa 63Ba 69

Médias 7.1 55 6.1 7.8 47 9.3 5.0
D (%)
UR 0 3 6 9 12 15 24  Meédias

45% B85Ab O2Aa 22Ba 27Ba 17Aa 30Ba 12Ba 49
50% 120Aa 120Aa 40Ba 40Ba 32Ba 12Ba 10Ba 53

Médias 10.2 106 31 33 55 21 1.1
Letras maildsculas comparam o5 periodos e letras mindsculas comparam os niveis de umidade relativa.
Letras iguais ndo apresentam diferenca pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade de erro.

O percentual germinativo do cultivar Basilisk (Tabela 3) permaneceu em alta
durante todos os periodos de armazenamento, sendo maior no 15° més, nas duas
condigdes de UR, com valores de 87 e 86,5% de G, nas condigdes de 4,5 e 50% de
UR, respectivamente.

O IVG apresentou diferenca estatistica entre os tratamentos, onde o maior
valor, na condicdo de armazenamento com 4,5% de umidade relativa ocorreu no 15°
més de avaliagdo. Nas sementes armazenadas a 50% de UR, o maior valor foi
observado no primeiro més, quando comparado aos meses seguintes.

Um aumento da dorméncia pode ser verificado no ultimo més de avaliacéo
nas sementes a 50% de UR, ocorrendo a diminuicdo na germinagdo dessas

sementes, provavelmente ocorrida por danos oxidativos (deterioragéo).
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Tabela 3 - Médias para porcentagem de germinagéo (G), indice de velocidade de
germinagao (IVG) e dorméncia (D) para sementes de U. brizantha cv. ‘Basilisk’,
armazenadas com 4,5% e 50% de umidade relativa, em diferentes periodos de
armazenamento.

Urochloa brizantha cv. Basilisk

G (%)
Periodo de Armazenamento (meses)
UR 0 3 B 9 12 15 24 Médias

45% 800 852 810 762 795 870 835 818a
50% 860 842 790 835 762 865 790 820a
Médias 832A 850A 800B 800B 730B 870A 812B
VG
UR 0 3 6 9 12 15 24 Médias
45% 11Ab 65Ba 50Ba 74Ba 17/Db 110Aa 41Ca 69
50% 144Aa 67Da 55Da 93Ca 49Da 114Ba 44Da 81
Médias 13,0 7.0 6.0 8.3 3.3 12,0 42
D (%)
9

UR 0 3 6 12 15 24  Médias
5% 20Aa 05Aa 10Aa 15Aa 10Aa 15Aa 02Ab 10
50% 02Bb 10Ba 10Ba 02Ba 05Ba 02Ba 45Aa 11

Médias 1.1 0.7 0.8 0.8 0.7 08 23
Letras mailsculas comparam os periodos e letras mindsculas comparam os niveis de umidade relativa.
Lefras iguais ndo apresentam diferenca pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade de erro.

Nos primeiros meses de armazenamento (0 e 3 meses) das sementes

a 4,5% de UR, do cultivar BRS Piata (Tabela 4), a germinagado se manteve entre 75
e 78%, aumentando no més seguinte, chegando a 83%. Porém, nos préximos dois
meses (9 e 12 meses) ocorreu uma diminui¢cdo, sendo essa, abaixo de 70%. No 15°
més de armazenamento, as sementes apresentaram, novamente, um percentual
maior de germinagao (82%), quando comparado com os outros periodos avaliados.

Em relagdo as sementes que estavam a 50% de UR, a germinagao se
manteve acima de 70% nos periodos de 0 a 15 meses, apresentando uma grande
diminuicdo no ultimo més, ficando com 57,5%. No 15° més ocorreu o maior
percentual de germinagéao (90%), assim como o IVG, que também foi maior neste
mesmo periodo.

A redugdo na germinagao no ultimo periodo das sementes armazenadas a
50% de UR, pode estar relacionada ao alto grau de umidade das sementes, uma vez
que sementes com maior grau de umidade absorvem agua mais rapidamente,
levando a deterioragdo, em comparagdao com sementes com menor teor de agua
(Morais; Rossetto, 2013).
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Tabela 4 - Médias para porcentagem de germinagéo (G), indice de velocidade de
germinagao (IVG) e dorméncia (D) para sementes de U. brizantha cv. ‘BRS Piata’,
armazenadas com 4,5% e 50% de umidade relativa, em diferentes periodos de
armazenamento.

Urochloa brizantha cv. BRS Piata

G (%)
Periodo de Armazenamento (meses)
UR 0 3 6 9 12 15 24 Medias

45% 755Ba 78,0Bb 830Aa B85Cb 690Cb 820Ab 720Ca 752
50% 742Ca 865Aa 822Ba 825Ba 730Ca 900Aa 575Db 780
Médias 748 822 825 755 708 860 646

VG
UR 0 3 6 9 12 15 24  Médias
45% 111 6.1 79 6.6 3.2 105 12 6.7 a
50% 11.4 7.0 6.2 6.3 46 12 1 49 75a
Médias 113A 65B 71B 65B 40B 113A 30C
D (%)
UR 0 3 6 9 12 15 24  Médias
45% 40 3.0 15 12 08 0.2 02 15a
50% 2.0 2.7 0.5 0.7 0.0 1.2 0.0 1.0a

Médias 28A J0A 10B 10B 03B 078 01B
Letras mailsculas comparam os periodos e letras mindsculas comparam os niveis de umidade relativa.
Letras iguais ndo apresentam diferenca pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade de erro.

O IVG, em ambas as condi¢cbes de umidade, foi maior no primeiro e no 15°
més de armazenamento, condizendo com os resultados da germinagéo do 15° més.
Assim como apresentou um menor percentual de germinagdo no 12° més, o IVG
também foi menor nas sementes a 4,5% e a 50% de UR. Isso ocorreu também no
ultimo periodo de armazenamento (24 meses).

As sementes apresentaram maior percentual de dorméncia no primeiro € no
3° més de avaliagdo, nas duas condigdes de UR, chegando a 4% nas sementes a
4,5% de UR.

A umidade das sementes no 6° e 9° periodo podem ter influenciado os
resultados de germinagao e dorméncia, como pbde ser observado na Tabela 1.

O maior valor de G nas sementes de U. brizantha cv. ‘MG5 Vitoria’ (Tabela 5)
ocorreu no primeiro més de avaliagao, nas duas condi¢cdes de UR, sendo ele de 74,2
e 81,7% nas UR de 4,5 e 50%, respectivamente. No ultimo més de avaliagédo, houve
uma grande diminui¢do na G, em ambas as UR, ficando abaixo de 50%, coincidindo

com o periodo em que ocorreu maior acumulo de H,O,.
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Os resultados de IVG reafirmam os da G, onde na primeira avaliagdo, os
valores foram maiores, quando comparados com os meses subsequentes, tendo
somente apresentado um aumento no 15° més.

A dorméncia, quando comparado o primeiro més de armazenamento dos
seguintes, diminuiu. Porém, quando se compara os resultados do 9° e do 15° més,
em ambas as cultivares, observa-se um aumento, sendo ele de 57,1% e mais de
100% nas sementes armazenadas a 4,5% e 50% de UR, respectivamente (Tabela
5).

Tabela 5 - Médias para porcentagem de germinagéo (G), indice de velocidade de
germinagao (IVG) e dorméncia (D) para sementes de U. brizantha cv. ‘MG5 Vitéria’,
armazenadas com 4,5% e 50% de umidade relativa, em diferentes periodos de
armazenamento.

Urochloa brizantha cv. MG5 Vitdria

G (%)
Periodo de Armazenamento (meses)
UR 0 3 6 9 12 15 24 Médias

45% T742ha 515Ba 665Aa 362Cb 477Ba 727Aa 275Cb 537
50% 817Aa 532Ba 537Ba 545Ba 525Ba 680Aa 500Ba 591

Médias 78,0 523 60,1 453 50,1 703 387
VG
UR 0 3 6 9 12 15 24  Médias
45% 1.3 41 7.0 36 37 8,5 2.7 53a
50% 8,2 4.4 44 5.9 5.8 8,1 43 59a
Médias 77A  43B 57B 47B  47B  83A 358
D (%)
UR 0 3 6 9 12 15 24  Médias

45% 132Aa 110Aa 12Cb 35Ba 30Ba 55Ba 00Cb 53
50% 30Cb 75Ab 47Ba 12Ca 20Ca 45Ba 40Ba 38
Médias 8.1 9.2 3.0 2.3 25 5.0 2.0

Lefras mailsculas comparam os pericdos e letras mindsculas comparam os niveis de umidade relativa.
Letras iguais ndo apresentam diferenca pelo teste de Scoti-Knott a 5% de probabilidade de erro.

No 12° més de avaliagdo também ocorreu um decréscimo significativo no IVG,
nas sementes a 4,5% de UR, tendo esse valor aumentado no més seguinte, ficando
proximo ao maior valor observado (12 e 132% a 45 e 50% de UR,
respectivamente), que foi no primeiro més de avaliagdo, nas duas condi¢cdes de
armazenamento.

A G das sementes de U. humidicola cv. ‘Tully’ (Tabela 6), na condigdo de
4,5% de UR, foi maior no 6° més de avaliagdo e menor no 9° més. Diferentemente,
as sementes armazenadas a 50% de UR, apresentaram um aumento na G, com o

periodo de armazenamento, chegando a 90% no 15° més, mesmo periodo onde
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ocorreu 0 acumulo da enzima peroxidase, quando comparadas as umidades neste

periodo. O IVG também aumentou.

Tabela 6 - Médias para porcentagem de germinacgao (G), indice de velocidade de
germinagado (IVG) e dorméncia (D) para sementes de U. humidicola cv. ‘Tully’,
armazenadas com 4,5% e 50% de umidade relativa, em diferentes periodos de
armazenamento.

Urochloa humidicola cv. Tully

G (%)
Periodo de Armazenamento (meses)
UR 0 3 6 9 12 15 24 Médias

45% 755Ba 760Bb B827Aa 685Cb 687Cb 817Ab 717Ca 752
50% 742Ca 863Aa 822Ba 825Ba 730Ca 900Aa 575Db 78,0
Médias 74,8 82,2 855 755 708 858 646

VG
UR 0 3 6 9 12 15 24 Médias
45% 111 6.1 79 6.9 32 105 12 6.7 a
50% 114 6,9 6,2 6,3 47 12 1 49 75a
Médias 113A 65B 71B  65B  40C 113A 30C
D (%)
UR 0 3 6 9 12 15 24  Médias
15% 3.7 3.0 15 12 0.7 0.2 0,2 15a
50% 20 27 05 0,7 0,0 1,2 0,0 10a

Medias 28A 28 A 1.0B 1.0B 03B 0.7B 01B
Letras mailsculas comparam os periodos e letras mindsculas comparam o5 niveis de umidade relativa.
Letras iguais ndo apresentam diferenca pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidads de erro.

A dorméncia pode ser citada como um dos principais fatores que dificultam a
utilizacdo das sementes de U. humidicola e sua incidéncia pode depender da safra,
local e cultivar, de modo semelhante ao verificado para outras espécies do mesmo
género (Moreira, 2014).

Os valores de D diminuiram com o tempo de armazenamento, chegando a
nao apresentar dorméncia nos periodos de 12 e 24 meses, na condicao de 50% de
UR. Nas sementes a 4,5 de UR a dorméncia diminuiu de forma gradual, com o
periodo de armazenamento.

O armazenamento adequado visa manter o potencial fisiologico das
sementes, reduzindo a deterioracdo e, além disso, pelos dados obtidos, verificou-se
que o armazenamento influenciou, também, na superacdo da dorméncia que as
sementes de Urochloa humidicola possuem. Consequentemente, aumentou a

germinacgao, até o 15° periodo de avaliagao.
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Estudos evidenciaram variagdes nos percentuais de germinagdo de sementes
de U. brizantha, ressaltando a heterogeneidade entre amostras de procedéncias
diferentes. Alguns estudos indicaram maiores porcentagens de germinacao,
variando de 75 a mais de 90% (Custédio et al., 2012), enquanto outros
apresentaram desempenho intermediario, ao redor de 50%.

A Urochloa humidicola cv. ‘Llanero’ apresentou um percentual de germinagao
maior no ultimo més de avaliagao, alcangando 64,2% nas sementes, a 4,5% de UR,
assim como as sementes que estavam na condicdo de 50%, que alcangaram um
percentual de 81,5%. Comparando-se as médias, de acordo com cada condi¢cdo de
armazenamento, ndo houve diferenga entre os percentuais germinativos com o
periodo de armazenamento (Tabela 7).

O IVG apresentou um aumento significativo no 15° més, sendo este em
ambas as condigdes de umidade relativa em que as sementes foram impostas
(Tabela 7).

Os percentuais de dorméncia foram maiores no primeiro més de avaliacéo, na
condigao de 4,5% de UR, sendo esse resultado condizente com o observado para
G. Sementes a 50% de UR apresentaram maior dorméncia no primeiro e no 12°

més, corroborando com os percentuais germinativos desses mesmos periodos.
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Tabela 7 - Médias para porcentagem de germinagéo (G), indice de velocidade de
germinagao (IVG) e dorméncia (D) para sementes de U. humidicola cv. ‘Llanero’,
armazenadas com 4,5% e 50% de umidade relativa, em diferentes periodos de
armazenamento.

Urochloa humidicola cv. Llanero

G (%)
Feriodo de Armazenamento {meses)
UR 0 3 6 9 12 15 24 Médias

45% 260Da 412Ca 642Ba 457Cb 540Ba 560Ba 767Aa 520
50% 205Ca 485Ba 505Bb 727Aa 430Bb 540Ba 815Aa 529
Médias 232 448 573 592 485 550 791
VG
UR 0 3 6 9 12 15 24  Medias
45% 34Ba 15Ca 38Ba 236Bb 25Ba 70Aa 00Ca 34
50% 28Ca 27Ba 26Ba 83Aa 29Ba 73Aa 19Ba 41

Médias 3.1 2.1 3.2 6.0 2.7 756 1.4
D (%)
UR 0 3 6 9 12 15 24  Médias

45% 500Aa 167Ba 15Da 65Ca 47Cb 130Ba 00Da 132
50% 92Bb 155Aa 40Ca 37Ca 102Ba 52Cb 05Ca 69

Médias 296 16.1 27 51 75 a1 02
Letras maidsculas comparam os periodos e letras mindsculas comparam o5 niveis de umidade relativa.
Lefras iguais ndo apresentam diferenca pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade de erro.

Com isso, é possivel perceber que no primeiro més as sementes estavam
dormentes e ndo conseguiram germinar, 0 que mudou com o periodo de
armazenamento.

Para Urochloa ruziziensis cv. Kennedy (Tabela 8), observa-se que a
porcentagem de germinagao apresentou valores maiores na maioria dos periodos
nas sementes armazenadas a 4,5% de UR, quando comparados os valores com os
das sementes na condigédo de 50% de UR, sendo o maior valor no 3° més (82,2%).

Esse aumento na germinagdo pode ser atribuido ao papel das ROS como
sinalizadores moleculares que desencadeiam a liberagdo da dorméncia das
sementes. Além disso, 0 aumento no teor de H,O, pode estimular o crescimento das
raizes e das plantulas, contribuindo para o aumento na germinagao (Abrantes et al.,
2020).



52

Tabela 8 - Médias para porcentagem de germinagéo (G), indice de velocidade de
germinagao (IVG) e dorméncia (D) para sementes de U. ruziziensis cv. ‘Kennedy’,
armazenadas com 4,5% e 50% de umidade relativa, em diferentes periodos de
armazenamento.

Urochloa ruziziensis cv. Kennedy
G (%)
Periodo de Armazenamento (meses)

UR 0 3 6 9 12 15 24  Meédias
45% 855Aa 772Ba 822Ba 742Ba 900Aa 762Ba 80,1Ba 812
50%  77.5Ab 822Aa 765Aa 787Aa 692Ab T772Aa T780Aa 770

Médias 815 797 793 765 796 777 195
VG

UR 0 3 6 9 12 15 24  Medias
45% 116Aa 64Ca ©81Ba 67Ca 16Db 108Aa 45Ca 7.1
50%  132Aa 69Ba 64Ba 54Ba 71Ba 107Aa 37Ba 78

Médias 124 6,7 42 6,1 44 10,7 4.1
D (%)

UR 0 3 6 9 12 15 24  Medias
45% 25 0.2 0.7 2,0 1.0 15 0,5 11D
50% 5.0 27 3.0 12 3.2 25 02 25a

Médias 36 A 15B  18B 16B 21B 20B 03B

Lefras mailsculas comparam os periodos e letras mindsculas comparam os niveis de umidade relativa.
Lefras iguais ndo apresentam diferenca pelo teste de Scoti-Knott a 5% de probabilidade de erra.

O IVG néo apresentou diferencgas estatisticas nesse cultivar.

A dorméncia diminuiu no terceiro més, se mantendo baixa nos meses
seguintes nas sementes em condigédo de 4,5% de UR. O maior valor observado nas
duas condi¢gdes ocorreu no primeiro periodo, porém, a maior diminuigdo da D nas

sementes a 50% de UR ocorreu somente no ultimo periodo.

6.3 Caracterizagao do perfil enzimatico das sementes e alteragdées durante o
armazenamento

6.3.1 Atividade da Enzima Superdxido Dismutase (SOD)

A superoxido dismutases (SOD) é a primeira linha de defesa contra as ROS,
acumuladas principalmente em situacdes de estresse, por serem metaloenzimas
que catalisam a dismutagao do radical superoxido (O2*’) em perédxido de hidrogénio
(H20,) (Gill et al., 2015).

Os cultivares BRS Piatad (Figura 5d), Tully (Figura 5e) e Llanero (Figura 5f)
nao diferiram significativamente, podendo-se considerar o fato do O®" ser uma

molécula instavel, de meia vida curta (1 a 4 us), e que por meio de enzimas ou
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espontaneamente é convertido em Hy;O, rapidamente (Gill; Tuteja, 2010; Mittler,
2017).

Pode-se observar que o cultivar Basilisk (Figura 5b) apresentou uma
diminuicdo da atividade da enzima nos periodos do 3° e 9° més de avaliacdo, nas
sementes armazenadas em 4,5% de UR, ao contrario do que ocorreu a 50% de UR,
que demonstraram um aumento na atividade enzimatica nesses periodos.

A atividade da enzima aumentou, quando observado o cultivar Marandu
(Figura 5a), no mesmo periodo em que a cv. Basilisk (Figura 5b), nas sementes a
4,5% de UR. Ja nas sementes que estavam armazenadas a 50%, o aumento
ocorreu nos dois primeiros periodos de avaliacdo, possivelmente devido a
deterioragdo por umidade. No 15° més, houve um decréscimo de 20,9%, assim

COomo na germinagao.
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Figura 5 - Atividade da enzima SOD em sementes submetidas a diferentes
umidades relativas (4,5% e 50%) e periodos de armazenamento (0, 3, 9 e 15 meses)
nas espécies Urochloa brizantha Marandu’ (a), ‘Basilisk’ (b), ‘MG5 Vitéria’ (c) e ‘BRS
Piatd’ (d), U. humidicola ‘Tully’ (e) e ‘Llanero’ (f) e U. ruziziensis ‘Kennedy’ (g).

Letras maiusculas comparam os periodos e letras minusculas comparam as umidades relativas.
Letras iguais nao apresentam diferenca pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade de erro.
Barras de erro sem letras nao apresentaram interacéo entre os fatores.
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6.3.2 Atividade da enzima Catalase (CAT)

Na Figura 6 é possivel observar que ndo ocorreram diferencas estatisticas
em nenhuma das condicbes de umidade relativa e, também, no periodo de
armazenamento das sementes das cultivares BRS Piata, Basilisk, Tully, Llanero e
Kennedy (Figuras 6d, 6b, 6e e 6g, respectivamente).

A atividade da enzima CAT é eficaz, especialmente em concentragdes
relativamente altas de H,O,, sendo, portanto, considerado indispensavel para a
desintoxicacdo de ROS, quando os niveis de H,O, s&o elevados (Melo et al., 2021).

A menor atividade da enzima foi observada no 3° més e a maior no 9° més,
nas sementes da cv. Marandu (Figura 6a) armazenadas a 4,5% de UR. Na outra
condicdo, a maior atividade de CAT ocorreu no 3° més.

No cultivar MG5 Vitéria (Figura 6d), a atividade da CAT somente apresentou
diferencga estatistica entre os resultados no ultimo periodo de avaliagdo, sendo essa
diminuicdo condizente com o resultado de germinag&o desse periodo, onde ocorreu
a menor percentagem, quando comparado com os periodos anteriores, em ambas

as condi¢des de umidade relativa.
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Figura 6 - Atividade da catalase (CAT) em sementes submetidas a diferentes umidades relativas
(4,5% e 50%) e periodos de armazenamento (0, 3, 9 e 15 meses) nas espécies Urochloa brizantha
‘Marandu’ (a), ‘Basilisk’ (b), ‘MG5 Vitdria’ (c) e ‘BRS Piatd’ (d), U. humidicola ‘Tully’ (e) e ‘Llanero’ (f) e
U. ruziziensis ‘Kennedy’ (g).

Letras maiusculas comparam os periodos e letras minusculas comparam as umidades relativas.

Letras iguais nao apresentam diferenga pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade de erro.
Barras de erro sem letras nao apresentaram interagcao entre os fatores.
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6.3.3 Atividade da enzima Guaiacol Peroxidase (PRX)

A atividade da PRX estatisticamente nao apresentou diferencas entre as
condicdes de umidade relativa e periodos de armazenamento das cultivares BRS
Piata (Figura 7d), Basilisk (Figura 7b), Llanero (Figura 7f), MG5 Vitéria (Figura 7c) e
Kennedy (Figura 79).

No cultivar Tully (Figura 7e) houve um aumento da atividade da enzima, em
ambas as condi¢cdes de umidade, no periodo de 9 meses de armazenamento. Em
relagéo ao primeiro periodo, o aumento foi de 78,4% nas sementes a 4,5% de UR e
de 34,4%, na condigao de 50% de UR.

Ja no cultivar Marandu (Figura 7a), a atividade da enzima PRX aumentou no
periodo de 9 meses nas sementes a 4,5% e no periodo de 3 meses na condi¢cado de
50% de UR. Quando comparados ao primeiro periodo, o aumento foi de 75,2% e
71,1%, respectivamente. Esse aumento da atividade da enzima ocorreu justamente

nos periodos em que o percentual germinativo do cultivar foi menor.
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Figura 7 - Atividade da enzima PRX em sementes submetidas a diferentes
umidades relativas (4,5% e 50%) e periodos de armazenamento (0, 3, 9 e 15 meses)
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Letras maiusculas comparam os periodos e letras minusculas comparam as umidades relativas.
Letras iguais nao apresentam diferenca pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade de erro.

Barras de erro sem letras nao apresentaram interagcéo entre os fatores.
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6.3.4 Quantificacdo de Perdxido de Hidrogénio (H20;)

As ROS, como o peroxido de hidrogénio (H20O;), s&o moléculas fortemente
reativas e oxidativas que danificam, afetam a funcdo e produzem reagdes em
cascata, que amplificam o estresse oxidativo nas células, levando a morte celular. O
acumulo dessas moléculas pode ser promovido pelo estresse ambiental, resultando
em perdas de produtividade das culturas (Gill et al., 2012).

No cultivar BRS Piata (Figura 8d), a quantidade de H,O, aumentou no ultimo
periodo de analise, em ambas as condicdes de UR e periodos de armazenamento,
corroborando com os resultados de germinagdo, que foram menores nesse mesmo
periodo, quando comparado com més anterior, onde ocorreu a maior porcentagem
germinativa. Quando comparado os valores do primeiro com o ultimo periodo, é
possivel observar um aumento de 46,7 e 92,3%, nas URs de 4,5% e 50%,
respectivamente.

Nas sementes do cultivar Basilisk (Figura 8b), o maior valor também pode ser
observado no ultimo periodo, sendo ele de 20% maior nas sementes a 4,5% de UR
e de 56,9% nas sementes a 50% de UR.

Um aumento de HO, foi observado nas sementes a 50% de UR nos
cultivares Tully (Figura 8e) e Llanero (Figura 8f).

O cultivar Marandu (Figura 8a) demonstrou um aumento de 69,7% e 60,2%
nas umidades relativas de 4,5% e 50%, respectivamente, corroborando com os
resultados da germinagdo, onde neste periodo apresentou um menor percentual.

Nesse mesmo periodo também pbde ser observado maiores valores de H,0O,
nas sementes das cultivares MG5 Vitdria (Figura 8c) e Kennedy (Figura 8g).

O cultivar MG5 Vitéria (Figura 8c) apresentou baixo percentual germinativo no

ultimo periodo, o que pode ser explicado pela alta quantidade de H,0-.
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Urochloa brizantha cv. Marandu
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Figura 8 - Quantificagdo de Perdéxido de Hidrogénio (H2O;) em sementes
submetidas a diferentes umidades relativas (4,5% e 50%) e periodos de
armazenamento (0, 3, 9, 15 e 24 meses) nas espécies Urochloa brizantha ‘Marandu’
(a), ‘Basilisk’ (b), ‘MG5 Vitéria’ (c) e ‘BRS Piatd’ (d), U. humidicola ‘Tully’ (e)
‘Llanero’ (f) e U. ruziziensis ‘Kennedy’ (g).

Letras mailusculas comparam os periodos e letras minldsculas comparam as umidades relativas.
Letras iguais ndo apresentam diferenga pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade de erro.
Barras de erro sem letras nao apresentaram interagédo entre os fatores.
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Neste estudo houve acumulo de H,O, em ‘Marandu’, ‘Basilisk’, * BRS Piat&’,
‘MGS Vitéria’, ‘Tully’ e ‘Llanero’ (ANEXO — Figura 1 a 6 suplementar). No cultivar
Kennedy houve aumento apenas na condi¢cao de 4,5% de UR (ANEXO - Figura 7
suplementar). No entanto, quando se observa, em paralelo, o comportamento da
germinacgao foi possivel notar que quando os niveis de H,O, sdo baixos as sementes
estdo na fase de perda de dorméncia (pOs-amadurecimento) ou no apice da
germinagao com o armazenamento. Acima desse nivel observa-se que o acumulo
de H,O, deixa de ser sinalizadora e passa a ser deteriorativa, no entanto esses
limiares sao dependentes dos cultivares.

No cultivar ‘Llanero’ a germinagdo aumentou linearmente saindo de uma faixa
de abaixo de 50% e atingindo valores acima de 70% ao final dos 24 meses e com
tendéncia de aumentar ainda mais devido a perda de dorméncia. Nesse mesmo
cultivar os niveis de H,O, variaram de 0,4 a 0,6, valores baixos considerando os
valores atingidos por outros cultivares (ANEXO — Figura 6 suplementar). Por outro
lado, no cultivar ‘MG5 Vitéria’, a germinagao atingiu valores mais elevados no inicio
do armazenamento e declinio principalmente apés os 15 meses de armazenamento

quando os valores de H,0O, ficaram acima de 0,6 (ANEXO — Figura 4 suplementar).

6.4 Determinagdo da composicgao lipidica através da transesterificacao de
acidos graxos e cromatografia gasosa (GC)

6.4.1 Determinacao lipidica quantitativa através de analise prévia de amostras de
espiguetas, parte superior e inferior da cariopse

ApoOs transesterificagdo e analise de cromatografia gasosa (GC) realizada
com amostras de espiguetas e porgao inferior e superior da cariopse, podendo ser
elas representadas pela parte endospermatica e embrionaria, respectivamente, e
método de extragdo, sendo eles, com amostras maceradas e ndo maceradas de
sementes de Urochloa brizantha cv. Marandu, foi possivel definir em que tipo de
amostra estavam presentes maiores teores de acidos graxos, como pode-se
observar no cromatograma da Figura 9.

As amostras de espigueta macerada e ndo macerada foram as que
apresentaram menores picos, 0 que significa que, quando realizada a analise com

esse tipo de amostra, a quantidade de acido graxo € baixa (Figura 9).
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Figura 9 - Cromatograma de analise por cromatografia em fase gasosa de acidos

graxos de amostras de Urochloa brizantha cv. ‘Marandu’.

Quantificagdo de acidos graxos no cultivar Urochloa brizantha cv. Marandu através das amostras:
porgdo inferior macerada (Pinf M), por¢ao superior macerada (Psup M), espigueta macerada (Esp M),
porgéo inferior ndo macerada (Pinf nM), por¢do superior ndo macerada (Psup nM) e espigueta ndo
macerada (Esp nM).

As amostras da porgao inferior, que corresponde a parte onde se encontra o
embrido, apresentaram maiores teores e diversidade de acidos graxos, sendo ainda
maiores nas amostras que foram maceradas (Pinf M).

As espiguetas que nao foram maceradas possuem a presenca de estruturas,
como a gluma, lema e palea, que podem ocasionar um impedimento mecanico e
restringir a recuperagao dos acidos graxos na amostra.

Com esse resultado do cromatograma, foi possivel concluir que as amostras
da parte inferior seriam melhores para serem analisadas e identificar os acidos

graxos presentes e sua concentragdo em cada cultivar que foi analisada.

6.4.2 Analise de massa de diferentes amostras da espigueta e valor percentual de
acido graxo na porg¢ao inferior e cariopse

Os resultados em relagdo a massa foram obtidos através da pesagem de 20
unidades de cada amostra. As amostras da porcao inferior possuem maior peso do
que a porcao inferior, visto que foi definido um corte no meio da semente.

As sementes que apresentaram maior massa foram as dos cultivares BRS

Piata, Marandu e MG5 Vitoria, ao passo que as menores foram dos cultivares
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Llanero e Tully. Esses ultimos, ja demonstram um peso menor, quando observado
os valores das espiguetas e quando comparadas com as sementes de maior peso.
Esse resultado é observado, também, nas amostras da porgao inferior e da cariopse.

Através dos resultados quantitativos, foi estabelecido que seriam usadas as
amostras da porcao inferior, que contém o embrido e, também, a cariopse para a
realizacdo da analise cromatografica para a determinacéo lipidica.

Deste modo, é apresentado na Tabela 9, as massas de cada porcao que foi
analisada, dentro de cada cultivar, sendo elas a média incluindo o periodo final e
inicial e as duas umidades relativas que foram impostas as sementes e, também, a
porcentagem de conteudo lipidico das amostras da porg¢éo inferior e da cariopse das
espiguetas.

As sementes da U. brizantha cv. ‘Basilisk’, ‘BRS Piatd’ e U. humidicola cv.
‘Tully’ foram as que apresentaram maiores porcentagens de acidos graxos, em
ambas as amostras que foram analisadas (porgéo inferior e cariopse), sendo eles,
2,11%, 1,90% e 1,91%, respectivamente. Diferentemente da U. brizantha cv. ‘MG5
Vitoria’ e U. ruziziensis cv. ‘Kennedy’, onde o percentual de conteudo lipidico foi de
1,61% e 1,54%, respectivamente.

As porcentagens de acido graxos da U. humidicola cv. ‘Llanero’ foi de 1,72%
e da U. brizantha cv. ‘Marandu’ de 1,76%, também em ambas as amostras que

foram utilizadas para os calculos.
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Tabela 9 - Médias das massas da porgcdo superior, por¢ao inferior, cariopse e
espigueta das sementes e médias da porcentagem de lipidios de cada cultivar.
Massa e porcentagem de lipidios

Cultivar Amostra Massa' (g+DP) Lipidios (%+DP)
Porgao superior 0,03£0,00
U. brizantha Porcéo inferior  0,06+0,00 1,76+0,59
‘Marandu’ Cariopse 0,10+0,00 1,14+0,38
Espigueta 0,18+0,00
Porgao superior  0,04+0,00
U. brizantha Porcéo inferior  0,06+0,00 2,11+1,04
‘Basilisk’ Cariopse 0,10+0,00 1,20+0,59
Espigueta 0,12+0,00
Porcéo superior 0,05+0,00
U. brizantha Porcéao inferior  0,08+0,00 1,61+0,53
‘MG5 Vitoria’ Cariopse 0,13+0,00 0,9940,32
Espigueta 0,18+0,00
Porcéo superior 0,05+0,00
U. brizantha Porgéo inferior  0,09+0,00 1,90+0,52
‘BRS Piatd’ Cariopse 0,14+0,00 1,21+0,33
Espigueta 0,19+0,00
Porcéo superior  0,02+0,00
U. humidicola Porcéo inferior  0,03+0,00 1,91+£0,54
Tully’ Cariopse 0,06+0,00 1,20+0,34
Espigueta 0,07+0,00
Porgao superior  0,02+0,00
U. humidicola Porgao inferior  0,04+0,00 1,72+0,35
‘Llanero’ Cariopse 0,06+0,00 1,13+0,23
Espigueta 0,09+0,00
Porcéo superior 0,03+0,00
U. ruziziensis Porcao inferior  0,06+0,00 1,54+0,22
Kennedy’ Cariopse 0,09+0,00 1,02+0,14
Espigueta 0,13+0,00

Os resultados sao expressos como média + desvio padrao. ': Massa de 20 unidades por repeticéao.

Com isso, pode-se dizer que a anadlise da composicdo das sementes,
especificamente no que diz respeito aos acidos graxos, pode variar em diferentes
partes da semente, como a porgao inferior e superior da cariopse. Os resultados
indicam que contém uma maior concentracao de lipidios especificamente na porcao

inferior, que constitui o embrido.
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6.4.3 Componente de ésteres metilicos e indices gerais relacionados a composigao
de acidos graxos

Os acidos graxos séo os principais componentes da membrana e dos lipidios
de armazenamento. Os mais comuns, tanto na membrana, quanto nos lipidios de
armazenamento, contém 16 ou 18 carbonos, que sido saturados ou insaturados
(Sanchez et al., 2019).

Os lipidios sao constituintes encontrados em todas as partes das sementes,
ocorrendo em maior porcentagem no embrido (cotilédones) ou no endosperma
sendo predominantemente nas sementes, os acidos graxos insaturados (Barros
Neto et al., 2014).

A anadlise da composi¢do de acidos graxos na porcao inferior da semente
apontou que existem 4 principais ésteres metilicos: os saturados — SFA (C16:0 e
C18:0), monoinsaturados — MUFA (C18:1) e poliinsaturados — PUFA (C18:2).

Os resultados do cultivar Marandu demonstram que os acidos predominantes
foram os mesmo que o estudo de Pellegrini et al., (2018), sendo o acido estearico
(C18:0) aquele que apresentou as menores porcentagens, independentemente do

periodo de armazenamento e condicdo de umidade relativa (Tabela 10).
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Tabela 10 - Conteudo percentual relativo de componente de ésteres metilicos de
acidos graxos na porgao inferior da semente de U. brizantha cv. ‘Marandu’ e indices
gerais relacionados a composi¢ao de acidos graxos.

Urochloa brizantha cv. Marandu
Periodo de Armazenamento

0 meses 24 meses

UR 4 5% 50% 4 5% 50%
f?xcidt: palmitico (C16:0) 15,4 Aa 15,1 Ba 18,0 Ab 26,8 Aa
Acido estearico (C18:0) 3,9 Ba 47 Aa 18,4 Aa 7,0 Ab
‘Acido oleico (C18:1) 40,3 Aa 402 Aa 26,3 Bb 36,0 Aa
Acido linoleico (C18:2) 38,1 Aa 26 4 Bb 36,3 Aa 35.9 Aa
DBI 116,6 113,0 792 108,0

Pl 392 3r4 271 36,9

SFA 19,3 19.8 36,6 33,9

UFA 78,5 76,6 52,8 72,0

MUFA 40,4 40,3 26,3 36,0

PUFA 381 36.4 265 36,0

UFA/SFA 4.1 3.9 1.4 21

Concentragéo do acido graxo em porcentagem em fungdo do padrao do acido graxo heptadecandico
em sementes armazenadas em umidade relativa de 4,5% e 50%, analisadas no periodo inicial (0
meses) e final (24 meses) de armazenamento. Abreviaturas: DBI: indice de ligagdes duplas; PI: indice
de peroxidabilidade SFA, acidos graxos saturados; UFA, acidos graxos insaturados; MUFA, acidos
graxos monoinsaturados; PUFA, acidos graxos poliinsaturados; UFA/SFA: razdo saturado/insaturado.
Letras mailusculas comparam os periodos e letras minldsculas comparam as umidades relativas.
Letras iguais ndo apresentam diferenga pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade de erro.

O percentual de acido palmitico aumentou com o tempo de armazenamento,
em ambas as umidades relativas, sendo eles, 18% e 26,8%, em 4,5% e 50% de UR,
respectivamente, no periodo de 24 meses. Ja, em relacdo ao acido oleico, ocorreu
uma diminui¢do no ultimo periodo.

O numero total de ligagdes duplas foi maior que o indice de peroxidabilidade,
quando comparados os dois periodos de avaliagao e as umidades relativas. O indice
de peroxidabilidade, que leva em conta que a sensibilidade dos acidos graxos a
peroxidagdo, aumenta exponencialmente em fungdo do numero de ligagées duplas
por molécula de acido graxo. Dessa forma, quando ocorreu uma queda de DBI com
24 meses de armazenamento a 4,5% de UR (79,2), também diminuiu o PI (27,1).

Os acidos graxos saturados (SFA) apresentaram menores valores em ambas
as condicoes de umidade e periodos de armazenamento, diferentemente dos
insaturados, que apresentaram os maiores valores, tanto nos monoinsaturados
(MUFA), como nos poliinsaturados (PUFA).
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Sementes de forrageiras possuem altos niveis de acidos graxos, sendo que,
geralmente, ha predominéncia de acidos graxos poli-insaturados (PUFAs) (Capstaff;
Miller, 2018).

No cultivar Basilisk (Tabela 11), houve predominancia do &cido linoléico
(C18:2), em ambas as condi¢cdes de umidade relativa e periodo de armazenamento.
Os acidos graxos poliinsaturados (PUFA) sdo comumente encontrados nas
sementes, sendo o acido linoléico o principal PUFA na maioria das sementes
testadas (Carvalho et al., 2010).

A porcentagem do acido palmitico aumentou no periodo final, em ambas as
condicbes de armazenamento, sendo ele maior nas sementes armazenadas com
maior umidade relativa, visto que sementes armazenadas em condi¢gdes de alta
umidade relativa podem sofrer deterioragéo e perda de qualidade ao longo do tempo
(Golldfarb; Queiroga, 2013).

As concentragbes do acido palmitoleico (C16:1), mesmo que baixa, quando
comparada com as concentracdées do demais acidos, diminuiu ainda mais com o
periodo de armazenamento, nas sementes que foram armazenadas a 4,5% de UR.
Na outra condicao, o valor se manteve em 0,3%.

Um aumento do percentual do acido estearico (C18:0) pode ser observado na
condicdo de 50% de UR, quando comparado os dos periodos analisados. O acido
oleico (C18:1) ndo apresentou diferengas estatisticas em nenhuma das condig¢des

de armazenamento e umidade relativa.



68

Tabela 11 - Conteudo percentual relativo de componente de ésteres metilicos de
acidos graxos na porgéao inferior da semente de U. brizantha cv. ‘Basilisk’ e indices
gerais relacionados a composi¢ao de acidos graxos.

Urochloa brizantha cv. Basilisk
Periodo de Armazenamento

0 meses 24 meses

UR 4 5% 50% 4 5% 50%
_Acido palmitico (C16:0) 13,3 Bb 192Aa 217 Aa 233 Aa
Acido palmitoleico (C16:1) 11,2 Aa 0.3 Ab 0,1 Ba 0,3 Aa
Acido estearico (C18:0) 9.1 Aa 4 9 Bb 11,3 Aa 13,2 Aa
‘Acido oleico (C18:1) 272 ns 330ns 205ns 247 ns
Acido linoleico (C18:2) 334 Aa 339Aa 399Aa 31,4 Ba
DB 105,3 1133 109,2 100,6

Pl 344 40,7 349 324

SFA 17.3 2472 11,3 309

UFA 719 73,3 753 69,2

MUFA 384 334 413 37,75

PUFA 334 399 339 314

UFA/SFA 413 3.0 6.6 22

Concentragéo do acido graxo em porcentagem em fung¢ao do padrao do acido graxo heptadecandico
em sementes armazenadas em umidade relativa de 4,5% e 50%, analisadas no periodo inicial (0
meses) e final (24 meses) de armazenamento. Abreviaturas: DBI: indice de ligagdes duplas; PI: indice
de peroxidabilidade SFA, acidos graxos saturados; UFA, acidos graxos insaturados; MUFA, acidos
graxos monoinsaturados; PUFA, acidos graxos poliinsaturados; UFA/SFA: razdo saturado/insaturado.
Letras mailusculas comparam os periodos e letras minldsculas comparam as umidades relativas.
Letras iguais ndo apresentam diferenga pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade de erro.

O indice de DBI foi maior que o de Pl, em ambas as condicdes e periodos de
armazenamento, e os valores de UFAs maiores que o de SFAs. As concentracoes
de UFAs e SFAs afetam o comportamento de armazenamento das sementes
(Walters et al., 2004; Volk et al., 2006; Walters et al., 2015). Nenhuma das espécies
exibiu maiores quantidades de SFAs do que de UFAs, o que foi consistente com o

perfil das sementes ortodoxas.
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Tabela 12 - Conteudo percentual relativo de componente de ésteres metilicos de
acidos graxos na porcao inferior da semente de U. brizantha cv. ‘BRS Piatd’ e
indices gerais relacionados a composi¢ao de acidos graxos.

Urochloa brizantha cv. BRS Piata
Periodo de Armazenamento

0 meses 24 meses

UR 4 5% 50% 4 5% 50%
Acido palmitico (C16:0) 194 Aa 17,4 Aa 16,9 Ab 208 Aa
Acido estedrico (C18:0) 7.9 Aa 8.6 Ba 5,9 Ab 14.9 Aa
Acido oleico (C18:1) 235Bb 35,9 Aa 7.7 Aa 30,8 Ab
Acido linoleico (C18:2) 304 Aa 33,7 Aa 35,6 Aa 27.0Bb

DBl 921 1035 1091 849

Pl 348 346 36,6 27,8

SFA 19,4 263 239 357

UFA 236 69,7 73,5 57,9

MUFA 236 35,9 7.8 30,8

PUFA 0,0 33,6 35,7 271

UFA/SFA 1.2 26 31 16

Concentragéo do acido graxo em porcentagem em fung¢do do padrdo do acido graxo heptadecandico
em sementes armazenadas em umidade relativa de 4,5% e 50% analisadas no periodo inicial (0
meses) e final (24 meses) de armazenamento. Abreviaturas: DBI: indice de ligagdes duplas; PI: indice
de peroxidabilidade SFA, acidos graxos saturados; UFA, acidos graxos insaturados; MUFA, acidos
graxos monoinsaturados; PUFA, acidos graxos poliinsaturados; UFA/SFA: razdo saturado/insaturado.
Letras maiusculas comparam os periodos e letras minusculas comparam as umidades relativas.
Letras iguais ndo apresentam diferenca pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade de erro.

Assim como no cultivar Basilisk, no cultivar BRS Piatd, o acido linoléico
(C18:2) foi predominante, tendo diminuido somente na maior umidade relativa do
ultimo periodo de avaliagao (Tabela 12).

Uma diminui¢do na porcentagem do acido palmitico (C16:0) ocorreu no ultimo
periodo de armazenamento nas sementes que estavam a 4,5% de UR, nédo
ocorrendo diferengas estatisticas no primeiro periodo e na umidade relativa de 50%.

Também, no cultivar analisado, o acido estearico (C18:0) apresentou
percentuais baixos, quando comparado com os demais acidos, em ambas as
condi¢cbes que foram impostas de periodo e umidade, demonstrando um aumento
somente no ultimo periodo na condi¢cao de 50%, em relagcéo ao primeiro periodo.

O cultivar MG5 Vitéria nado apresentou resultados significativos
estatisticamente nos percentuais de acido palmitico (C16:0), acido estearico (C18:0)
e acido linoléico (C18:2) (Tabela 13).

A porcentagem de acido oleico (C18:1) na umidade relativa de 4,5% diminui
26,4%, quando analisados os dois periodos de armazenamento. Na outra condicéo,

nao houve diferenga estatistica.
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Assim como o cultivar Basilisk, o cultivar MG5 Vitoria apresentou maiores
indices de DBI do que em ambas as condi¢gdes e periodos de armazenamento.
Como o esperado, quando DBI diminui, o Pl também diminui. Os valores de UFAs
foram maiores que o de SFAs. Esses resultados dos indices ocorrem em todas as

cultivares analisas.

Tabela 13 - Conteudo percentual relativo de componente de ésteres metilicos de
acidos graxos na porgao inferior da semente de U. brizantha cv. ‘MG5 Vitéria’ e
indices gerais relacionados a composi¢ao de acidos graxos.

Urochloa brizantha cv. MG5 Vitoria
Periodo de Armazenamento

0 meses 24 meses

UR 4 5% 50% 4 5% 90%
Acido palmitico (C16:0) 17.0ns 20,3 ns 205ns 20,7 ns
Acido esteérico (C18:0) 6,8 ns 12,0 ns 15,6 ns 10,5 ns
Acido oleico (C18:1) 36,6 Aa 31,4 Aa 29.1 Ba 31,2 Aa
Acido linoleico (C18:2) 36,7 ns 32,8 ns 302 ns 329ns

DBl 1104 ar.2 89,7 99.0

Pl 36,8 33,6 31,0 33,7

SFA 239 32 .4 36,2 31,3

UFA 736 64.4 59,5 66,1

MUFA 36,8 31,5 292 33,2

PUFA 36,8 329 30,3 32,9

UFA/SFA 3.1 20 1.6 21

Concentragdo do acido graxo em porcentagem em fung¢ao do padrdo do acido graxo heptadecandico
em sementes armazenadas em umidade relativa de 4,5% e 50% analisadas no periodo inicial (0
meses) e final (24 meses) de armazenamento. Abreviaturas: DBI: indice de ligagdes duplas; PI: indice
de peroxidabilidade SFA, acidos graxos saturados; UFA, &cidos graxos insaturados; MUFA, acidos
graxos monoinsaturados; PUFA, acidos graxos poliinsaturados; UFA/SFA: razdo saturado/insaturado.
Letras mailusculas comparam os periodos e letras minldsculas comparam as umidades relativas.
Letras iguais ndo apresentam diferenca pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade de erro.

A porcentagem de &cido oleico (C18:1) aumentou estatisticamente na
condicdo de 50% de UR, quando analisadas as porcentagens dos periodos de
armazenamento, de 18,9% para 27,1%. Ja, na condicdo com 4,5% de umidade
relativa, houve uma diminuicéo, onde o valor de 37,7% foi para 27,5%.

Os maiores valores observados foram de acidos graxos insaturados, sendo

que o que apresentou valores mais altos foram os poliinsaturados.
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Tabela 14 - Conteudo percentual relativo de componente de ésteres metilicos de
acidos graxos na porgao inferior da semente de U. humidicola cv. ‘Tully’ e indices
gerais relacionados a composi¢ao de acidos graxos.

Urochloa humidicola cv. Tully
Pericdo de Armazenamento

0 meses 24 meses

UR 4 5% 50% 4 5% 50%
Acido palmitico (C16:0) 16,2 ns 224ns 17,3 ns 14,2 ns
.‘ic_ido estearico (C18:0) 4 0 Ab 16,6 Aa 4 5 Ab 14,0 Ba
Acido oleico (C18:1) 37,7 Aa 18,9 Bb 276 Aa 271 Aa
Acido linoleico (C18:2) 37,7 Ba 30.7 Ab 405 Aa 31,6 Ab

DBl 13,2 80,5 1054 90,5

Pl 38,7 36,7 412 412

SFA 20,3 391 219 283

UFA 79,5 497 64,8 56,8

MUFA ST 19,0 243 271

PUFA 37,8 30,8 40,5 31,7

UFA/SEA 3,7 1,3 3.0 21

Concentragéo do acido graxo em porcentagem em fung¢do do padrdo do acido graxo heptadecandico
em sementes armazenadas em umidade relativa de 4,5% e 50% analisadas no periodo inicial (0
meses) e final (24 meses) de armazenamento. Abreviaturas: DBI: indice de ligagdes duplas; PI: indice
de peroxidabilidade SFA, acidos graxos saturados; UFA, acidos graxos insaturados; MUFA, acidos
graxos monoinsaturados; PUFA, acidos graxos poliinsaturados; UFA/SFA: razdo saturado/insaturado.
Letras mailusculas comparam os periodos e letras minldsculas comparam as umidades relativas.
Letras iguais ndo apresentam diferenga pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade de erro.

Os teores de MUFA e PUFA aumentaram a 4,5% de UR e diminuiram a 50%
de UR, com o periodo de armazenamento. A presenca de acido graxos insaturados
foi predominante nas sementes das cultivares utilizadas no estudo.

O conteudo percentual de &acido graxos no cultivar Llanero (Tabela 15)
demonstrou resultados semelhantes ao das cultivares anteriores, onde o acido
linoléico (C18:2) apresentou maiores porcentagens, em ambos os tratamentos,
quando comparado com os outros acidos, ocorrendo uma diminuicdo somente no
ultimo periodo a 50% de UR.

O acido estearico (C18:0) apresentou os menores percentuais, porém, n&o foi
significativo estatisticamente. O acido palmitico (C16:0) n&o apresentou diferengas

estatisticas, assim como o acido oleico (C18:1).
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Tabela 15 - Conteudo percentual relativo de componente de ésteres metilicos de
acidos graxos na porg¢ao inferior da semente de U. humidicola cv. ‘Llanero’ e indices
gerais relacionados a composi¢ao de acidos graxos.

Urochloa humidicola cv. Llanero
Pericdo de Armazenamento

0 meses 24 meses

UR 4 5% 50% 4 5% 50%
Acido palmitico (C16:0) 15,5 ns 16,9 ns 16,0 ns 19,3 ns
Acido estearico (C18:0) 7.2ns 8,3ns 5,0ns 11,7 ns
Acido oleico (C18:1) 40,7 ns 359ns 379ns 343ns
Acido linoleico (C18:2) 327 Aa 34,8 Aa 37,6 Aa 30.4 Ab

DBl 106,2 105,7 113,3 95,2

Pl 33,8 35,8 36,6 31,3

SFA 22,8 253 211 311

UFA 73,5 70,8 75,6 64,7

MUFA 40,7 35,9 37,9 34,3

PUFA 32,8 34,3 37,7 30,4

UFA/SFA 3,2 28 3.6 21

Concentragéo do acido graxo em porcentagem em fung¢do do padrdo do acido graxo heptadecandico
em sementes armazenadas em umidade relativa de 4,5% e 50% analisadas no periodo inicial de
armazenamento (0 meses) e final (24 meses) Abreviaturas: DBI: indice de ligagbes duplas; PI: indice
de peroxidabilidade SFA, acidos graxos saturados; UFA, acidos graxos insaturados; MUFA, acidos
graxos monoinsaturados; PUFA, acidos graxos poliinsaturados; UFA/SFA: razdo saturado/insaturado.
Letras mailusculas comparam os periodos e letras minusculas comparam os teores de umidade
relativa. Letras iguais ndo apresentam diferenca pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade de
erro.

As maiores porcentagens no cultivar Kennedy foram do acido oleico (C18:1) e
linoléico (C18:2), nos dois periodos de armazenamento e condi¢gdes de umidade
relativa, quando comparados com o0s percentuais dos outros acidos graxos, assim
como as cultivares anteriores. Da mesma forma, o acido estearico foi aquele que
teve o menor percentual (Tabela 16).

O acido palmitico (C16:0) aumentou na umidade relativa de 4,5% e diminuiu
na de 50%. Do mesmo modo, ocorreu um aumento no acido estearico (C18:0) a
4,5% e diminui¢ao a 50% de UR.

Os teores de Pl foram menores do que o de DBI e de acidos insaturados
(UFA) maiores do que de acidos saturados (SFA). Um DBI elevado indica a

presenca de lipidios de membrana mais altamente insaturados (Zheng et al., 2016).



73

Tabela 16 - Conteudo percentual relativo de componente de ésteres metilicos de
acidos graxos na porgao inferior da semente da Urochloa ruziziensis cv. ‘Kennedy’ e
indices gerais relacionados a composi¢ao de acidos graxos.

Urochloa ruziziensis cv. Kennedy
Periodo de Armazenamento

0 24

UR 4 5% 50% 4 5% 50%
Acido palmitico (C16:0) 18,0 Ba 16,4 Aa 22 9 Aa 17,7 Ab
Acido estearico (C18:0) 5,3 Ba 5,3 Aa 15,0 Aa 5,0 Ab
Acido oleico (C18:1) 33,6 Aa 32,7 Ba 27,1 Bb 34,5 Aa
Acido linoleico (C18:2) 399 Aa 39,8 Aa 28 9 Bb 39,6 Aa
DBl 113,59 1124 851 113,8

Pl 40,8 40,7 297 40,5

SFA 235 238 38,1 227

UFA 73,6 72,6 56,1 742

MUFA 33,6 32,7 271 34,5

PUFA 40,0 39,9 290 39,6

UFA/SFA 31 31 15 33

Concentragéo do acido graxo em porcentagem em fung¢do do padrdo do acido graxo heptadecandico
em sementes armazenadas em umidade relativa de 4,5% e 50% analisadas no periodo inicial de
armazenamento (0 meses) e final (24 meses) Abreviaturas: DBI: indice de ligagbes duplas; PI: indice
de peroxidabilidade SFA, acidos graxos saturados; UFA, acidos graxos insaturados; MUFA, acidos
graxos monoinsaturados; PUFA, acidos graxos poliinsaturados; UFA/SFA: razdo saturado/insaturado.
Letras mailusculas comparam os periodos e letras minldsculas comparam as umidades relativas.
Letras iguais ndo apresentam diferenga pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade de erro.

O periodo de armazenamento causou uma reducao no teor de PUFA e MUFA
na maioria das cultivares, predominantemente impulsionado pelos compostos mais
abundantes em cada categoria (acido palmitico, oleico e linoléico).

O PUFA diminuiu a 4,5% de UR, a categoria mais abundante. Isto ndo é
surpreendente, uma vez que os PUFAs sao propensos a peroxidagao e hidrélise
enzimatica, como resultado de baixos pontos de fusdo e baixa energia necessaria
para o catabolismo, enquanto que os acidos graxos monoinsaturados e saturados
s&o mais estaveis (Linder, 2000; Wiebach et al. 2020).


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/plb.13345?casa_token=-b4WdMhFjIsAAAAA%3AnF7aRC6s20l1ZvmwpdJEtsjLlNEA1P0i7EgovGavT_EwxybqWhI3P_5IYVSZYoalQUnNR54qheV3xyI5Dw#plb13345-bib-0045
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7 DISCUSSAO

7.1 Grau de umidade, mudangas no comportamento fisiolégico e viabilidade
das sementes

A umidade relativa do ar influencia diretamente no grau de umidade das
sementes e, com isso, uma seérie de processos metabdlicos sdo desencadeados,
reduzindo a viabilidade das sementes (Pascuali, 2012).

Quanto maior for o grau de umidade, maior sera a taxa respiratoria da
semente. Com isso, ocorrera maior consumo de reservas, acarretando em um menor
tempo de vida desta semente, além de desencadear doencgas (Peske et al., 2012). A
higroscopicidade das sementes, ou seja, sua capacidade de troca de umidade com o
ambiente, € um fator importante a ser considerado no armazenamento de sementes.
Sementes com teor de agua superior a 12% sao mais propensas a absorver
umidade do ar, o que pode levar a deterioragao e a perda de qualidade (Peske et al.,
2012; Costa; Silva; Magalh&es Junior, 2023).

O estresse oxidativo ocorre quando a quantidade de ROS produzida é maior
do que a capacidade do tecido de elimina-las. Ha relatos em que a germinagao das
sementes esta ligada ao conteudo interno de ROS e as atividades do sistema
antioxidante (El-Maarouf-Bouteau et al., 2015; Noctor; Foyer, 2016; Foyer et al.,
2017; Miter, 2017). Assim, essas moléculas também atuam como moléculas
sinalizadoras em processos bioldgicos, como a germinagao de sementes.

Em estudo realizado por Cémara e Stacciarini-Seraphin (2002) observou-se
um aumento na porcentagem de germinagéo das sementes de Urochloa brizantha
cv. Marandu durante o periodo de armazenamento, diminuindo apdés 16 meses.
Esses resultados sugerem que, no caso deste estudo, 0 armazenamento prolongado
das sementes favoreceu a germinagao, e as taxas de germinagdo aumentaram com
o periodo de armazenamento, alcangando um pico de germinagao e, apresentando
uma diminui¢cao apds atingi-lo.

A dorméncia é geralmente classificada nas categorias fisioldgica, fisica,
quimica, morfolégica e morfofisioldgica, sendo a dorméncia fisioldgica abundante no
banco de sementes do solo e sua liberagcdo é governada principalmente pelos
processos de pos-amadurecimento e estratificacdo. Ja a estratificacdo ocorre

quando as sementes passam por um periodo de umidade fria, que quebra a
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dorméncia, e o0 poés-amadurecimento ocorre quando uma semente perde
gradualmente a dorméncia durante um periodo de armazenamento a seco (Katsuya-
Gaviria, 2020), como o caso do presente estudo.

Observa-se que, para sementes dormentes armazenadas, a medida em que a
dorméncia vai sendo superada, a porcentagem de germinagéo vai aumentando, até
atingir o valor maximo, onde este comeca a decair, conforme a semente vai
envelhecendo. O valor maximo de germinagdo e o momento em que ocorrem sao
variaveis e, através do armazenamento convencional e alguns testes, pode ocorrer
dentro de alguns dias ou até mesmo apos varios anos, de acordo com a espécie e
as condi¢cdes de armazenamento (Hopkinson et al., 1996).

Isso pdde ser observado nas duas condigdes de umidade na cv. Marandu,
onde a D apresentou maiores percentuais no primeiro més, sendo superada com o
periodo de armazenamento, ficando em torno de 1% no ultimo periodo.

Ha trabalhos com sementes de Urochloa em que os autores observaram que,
no decorrer do periodo de armazenamento em ambiente natural, a porcentagem de
germinagao aumentou; este fato pode estar diretamente relacionado a dorméncia
das sementes deste género (Costa; Araujo; Villas Bbdas, 2011).

Segundo estes autores, no decorrer do periodo de armazenamento, 0s
envoltérios das sementes de Urochloa, considerados inibidores da germinagao, vao
se deteriorando, ocorrendo a superacdo da dorméncia.

Segundo Ribeiro et al. (2019), a absor¢cao de agua pelas sementes ativa o
metabolismo e, quanto mais agua estiver disponivel, mais processos de pré-
germinagao podem ser ativados.

As sementes forrageiras sao comercializadas com base no valor de cultivo,
levando em consideragéo a porcentagem de germinagao e pureza (Brasil, 2008). No
entanto, os resultados de germinagdo obtidos em laboratério nem sempre se
reproduzem em campo. Desta forma, é imprescindivel identificar caracteristicas de
vigor das mesmas, como o como o indice de velocidade de germinagao (IVG), visto
que sao respostas variaveis que estardo mais proximas do desempenho real das
sementes no campo (Marcos Filho, 2015).

A dorméncia esta associada a causas fisicas, provavelmente associadas a

restricbes impostas pela cobertura da semente (lema, palea, pericarpo e tegumento)



76

a entrada de oxigénio e causas fisioldgicas presentes em sementes recém-colhidas,
progressivamente suprimidas durante o armazenamento (Cardoso et al., 2014).

Estudos realizados em outras espécies indicam que uma faixa especifica de
teor de agua das sementes € necessaria para a secagem acelerada, apds o
amadurecimento em altas temperaturas (Bazin et al., 2011). Acima ou abaixo deste
valor limite de umidade critico especifico da espécie, a perda de dorméncia, devido a
maturacao seca pode ser inibida ou retardada (Bewley; Black, 2012).

O método de colheita das sementes de U. humidicola pode favorecer o
recolhimento de sementes imaturas e com alta porcentagem de dorméncia (Pereira,
2020). Este fato pode ser verificado na maioria dos lotes recém-colhidos, que
apresentam valores acima de 40% de sementes dormentes, baixa germinagao e
vigor, se comparadas a sementes de outras espécies de braquiarias (Liborio et al.,
2017).

Estudos evidenciaram variagdes nos percentuais de germinagao de sementes
de U. brizantha, ressaltando a heterogeneidade entre amostras de procedéncias
diferentes. Alguns estudos indicaram maiores porcentagens de germinacao,
variando de 75 a mais de 90% (Custddio et al, 2012), enquanto outros apresentaram
desempenho intermediario, ao redor de 50%.

Abrantes et al. (2020), estudando a germinacdo de sementes do cultivar
Llanero, em dois ambientes diferentes de armazenamento, também observou que a
germinagdo maxima das espiguetas foi alcancada apdés 12 meses de
armazenamento, independente da UR de armazenamento. Contudo, a liberacédo da
dorméncia foi mais rapida no ambiente umido, do que no seco.

E importante ressaltar que a qualidade das sementes ndo pode ser melhorada
pelo armazenamento, mas sim preservada com o intuito de que a mesma tenha a
menor deteriorag&o possivel (Goldfarb; Queiroga, 2013).

Tanto a condicdao de armazenamento, como o tempo em que a semente &
armazenada, promovem influéncia significativa na qualidade fisiolégica das
sementes das espécies Urochloa ruziziensis e Urochloa brizantha (Masetto et al.,
2013). Ainda segundo o autor, tanto o periodo de armazenamento, quanto as
condicbes de armazenamento, desempenham papéis fundamentais no potencial

germinativo das sementes.
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Sementes de varias espécies de plantas sdo extremamente tolerantes a
condigbes ambientais severas, desde que estejam num estado de dessecacgdo. De
acordo com Landjeva et al. (2010), a semente em “estado seco” reduz a atividade
metabdlica para um nivel muito baixo, mantendo a sua capacidade de germinar
durante grandes periodos. Esta capacidade de retengdo da germinagdo, apos
determinado periodo de armazenamento, pode ser definida como o periodo em que
a semente consegue permanecer viavel, sendo um componente da “longevidade de

sementes” (Sano et al., 2016).

7.2 Alteragoes na atividade enzimatica e resposta antioxidante durante o
armazenamento

A SOD, juntamente com a CAT, sao as principais enzimas envolvidas na
manuteng¢do da longevidade das sementes. Como resultado da agdo das SODs na
protecao oxidativa, ocorre a producido imediata do H202, outro tipo de ROS que é
removido da célula pela agao de diferentes peroxidases (Chen; Arora, 2011).

Esses resultados podem ser explicados pelo alto vigor das sementes
utilizadas, pois, o setor produtivo de sementes busca cada vez mais colocar no
mercado sementes com alto padrdo, corroborando com os resultados da
germinagao.

Reducbes na atividade da SOD por meio da deterioracéo ja foram observadas
em sementes de girassol (Carneiro et al., 2011) e de soja (Xin et al., 2014), com
estes efeitos atribuidos a perda de vigor. No entanto, Huth et al. (2016) avaliando a
deterioragdo por umidade em sementes de soja, observaram que a atividade da
SOD nao diferiu significativamente em diferentes cultivares.

As ROS podem ser um dos sinais responsaveis pela indugdo da expressao
génica antioxidante, causando um aumento substancial das respectivas atividades
enzimaticas das SODs nas sementes de milho em desenvolvimento e germinadas
(Noctor; Foyer, 2005). Assim, a produgao de ROS é provavelmente continua e em
sementes maduras, € iniciada imediatamente apos a colheita.

Sharma et al. (2018) observaram que a atividade da SOD e CAT diminuiram
significativamente em sementes de feijao musgo submetidas a deterioragdo. Estes
autores ainda citam que a atividade destas enzimas esta diretamente relacionada a

integridade das mitocéndrias durante o processo germinativo.
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Existe uma faixa, chamada de “janela oxidativa”, onde € necessaria uma certa
quantidade de ROS para que ocorra a germinagdo. Quando o valor esta abaixo
dessa faixa, a dorméncia se mantem e, acima dele, as sementes comegam a se
deteriorar (Jeevan Kumar et al., 2015).

A atividade da SOD e CAT esta diretamente relacionada a integridade das
mitocdndrias durante o processo germinativo, no entanto, Yin et al. (2015) nao
observaram alteracdes nas atividades da SOD e CAT em sementes de colza
submetidas ao envelhecimento artificial quando comparadas ao controle (sementes
nao envelhecidas), sendo atribuido outros fatores para estas respostas, como a
atuacao do ABA.

As enzimas superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e guaiacol
peroxidase (PRX) constituem o sistema antioxidante, que atua na remogéao de ROS
e na protegdo das ceélulas contra danos oxidativos (Chen; Arora, 2011).

O desenvolvimento das sementes, a germinagdo e o crescimento pos-
germinagao das plantulas s&o processos bem regulados que envolvem alta atividade
metabdlica e geragao de espécies reativas de oxigénio (ROS) (Bailly, 2004).

Durante a dessecacdo, as sementes devem enfrentar estresse oxidativo
severo e apresentar niveis particularmente elevados de expressdo de genes
envolvidos na desintoxicagdo de ROS, como catalases e superdxido dismutase
(SOD) (Bailly, 2004; Bailly et al., 2008).

A CAT converte o H,O, em H,O e O,, desempenhando papel fundamental
nos sistemas de protecao e reparo durante a deterioragdo associada ao acumulo de
H,O, (Kibinza et al., 2011). Desta forma, considerando que a deterioragdo por
umidade ocasionou queda no vigor das sementes, espera-se que a atividade da
CAT seja também reduzida (Bailly, 2004).

Embora a baixa atividade da CAT possa sugerir a possibilidade de estresse
oxidativo, a alta taxa de germinagcdo nessas cultivares pode indicar que outros
mecanismos de defesa antioxidante ou compensatérios estdo operando, ajudando a
mitigar os efeitos negativos do estresse.

A producdo de ROS durante o armazenamento de sementes no estado seco
foi documentada por Pukacka e Ratajczak (2005). O acumulo de ROS durante a
maturagao das sementes tem sido associado a dessecagao das sementes e durante

a germinagao a atividade metabdlica, expressdo génica e a morte celular
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programada (PCD) na camada de aleurona das sementes de trigo (Pulido et al.,
2009).

A enzima PRX faz parte de um amplo grupo de enzimas peroxidases que atuam na
neutralizacdo do H,O, e em diversos outros processos fisiologicos (Gara, 2004).
Pode-se ressaltar que PRX ndo € a unica peroxidase ativa nas células vegetais, uma
vez que outras enzimas como glutationa redutase, peroxirredoxina e guaiacol
peroxidase, atuam no processo antioxidativo de sementes (Sethy; Ghosh, 2013).

Um estudo com Urochloa humidicola cv. Llanero relatou que a atividade da
guaiacol peroxidase (PRX) diminuiu durante o armazenamento, o que foi associado
a liberagcado de dorméncia. Também analisou o papel da atividade da peroxidase na
germinagao de sementes e descobriu que a peroxidase apoplastica desempenha um
papel no crescimento durante os estagios de germinagdo e pds-germinagao
(Abrantes et al., 2020).

A enzima peroxidase reduz o H,O, em H,O utilizando o acido ascorbico como
doador especifico de elétrons. Um estudo de Gara (2004) cita que o ascorbato
envolvido na reagao da PRX, além de atuar na remog¢ao do H,O,, atua como redutor
na homeostase celular e tem papel chave em vias de sinalizacdo redox.
Consequentemente, diferentes isoformas da PRX estdo presentes nas células,
principalmente em paredes celulares, cloroplastos, mitocondrias, peroxissomos e
citosol (Caverzan et al., 2012).

Avaliando a atividade de PRX mitocondriais, em outro estudo, foi observado
reducbes de até 77% em sementes de soja deterioradas por meio de
envelhecimento artificial; porém, foi avaliada a atividade em células do embrido
como um todo, sem considerar organelas especificas (Xin et al., (2014).

Com esses resultados, fica claro a importancia da quantificagao da atividade
enzimatica, por ser um dos principais indicadores de alteragées degenerativas nas
sementes. Dessa forma, pode-se utilizar marcadores isoenzimaticos como
ferramenta na determinacdo das alteracbes bioquimicas durante o processo de
deterioragdo das sementes (Carvalho et al., 2010; Abreu et al., 2014). Além disso, os
marcadores isoenzimaticos podem ser considerados outro fator relevante para a
caracterizacao do perfil bioquimico na qualidade sementes, servindo como
sinalizagcdo no inicio do estresse oxidativo das células, onde outros testes

comumente usados ndo sao capazes de detectar.
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A manutencdo das sementes no campo, durante o pds-amadurecimento,
pode levar a geragdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), tanto devido ao
envelhecimento natural das sementes, quanto as condicdes de estresse, como alta
umidade relativa (UR) e alta temperatura. Em um estudo que envolveu sementes
armazenadas em dois ambientes distintos - um com maior umidade relativa (50%
UR) e outro com menor umidade relativa (4,5% UR), porém, na mesma temperatura
- foi relatado que a geracdo de ROS pode estar associada a um aumento gradual na
germinagao das sementes, devido a liberacdo de dorméncia e ao aumento no teor
de peroxido de hidrogénio (H20;) (Abrantes et al., 2020).

Pinheiro (2019) observou que a deterioragdo por umidade provocou redugao
da atividade das enzimas que atuam como peroxidases em sementes de soja
analisadas na pré-colheita. Oscilagdes no grau da umidade das sementes antes da
colheita € considerada um dos principais fatores relacionados a deterioracdo em
campo e que contribui significativamente para redugdo da germinagdo e do vigor
(Franga-Neto et al., 2016).

De acordo com Bailly et al. (2008), dependendo da quantidade de H;0O-
acumulada nas células embrionarias, este pode superar a dorméncia ou causar
deterioragdo das sementes. Os autores propuseram uma “janela oxidativa® que
estabelece um nivel minimo e critico de ROS, que previne ou promove a
germinacgao; isto €, a semente ndo pode germinar se o nivel de ROS estiver abaixo
do minimo ou acima do maximo. Abaixo do minimo, o impedimento seria devido a
dorméncia das sementes e, acima do maximo, ao envelhecimento ou deterioragao
das sementes.

O aumento de H,O, durante o armazenamento é efeito de uma producao
relativamente alta de ROS e esta relacionado a uma diminuicdo na atividade
sequestrante (PRX) durante o armazenamento. Como resultado, ocorre uma
liberacdo de dorméncia durante o periodo de armazenamento (pds-maturacéo),
seguido pelo inicio da diminuicdo da germinacao; esse desequilibrio do sistema
antioxidante e da producéo de ROS é uma caracterizagao do estresse oxidativo (El-
Maarouf-Bouteau; Bailly, 2008; Mittler, 2017).

O acumulo de H,O, esta envolvido na liberagdo da dorméncia, porque ativa
enzimas degradadoras de ABA (Barba-Espin et al., 2011). No arroz, a atividade
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desta enzima, tanto no grédo, quanto no tegumento, foi diferente, pois diminuiu no
tegumento (Hanumanthappa et al., 2015).

Durante o armazenamento, o reservatério da enzima se esgotou, pois, houve
uma diminuicdo notavel nas medi¢cdes posteriores. Isto pode ser explicado pelo
estado seco das sementes, em que nenhuma sintese € possivel, devido ao estado
vitreo. Portanto, as enzimas que foram armazenadas durante as etapas finais de
maturagdo poderiam ser degradadas durante o armazenamento, permitindo
condigdes para um desequilibrio no acumulo/degradagao de ROS, que poderia levar
a dois eventos: sinalizagdo para liberagdo de dorméncia ou degradacdo de
estruturas bioquimicas, que levarao a célula a morte (Kranner et al., 2010; Mittler,
2017).

Em nivel celular, as ROS também sao conhecidas por regularem o estado
redox celular, por causarem a oxidacdo de proteinas e por desencadearem a
expressao genética especifica. Propomos aqui que as ROS também desempenhem
um papel fundamental na conclusdo da germinagéo e que devem ser considerados
mensageiros ou transmissores de sinais ambientais durante a germinagao das
sementes (Bailly et al., 2008).

Entre estes mecanismos, os sistemas antioxidantes parecem desempenhar
um papel fundamental. Durante a maturagdo-secagem, por exemplo, o teor de H,O»
do embrido diminui no girassol (Bailly et al., 2004) ou permanece muito baixo no
trigo (Lehner, 2006). Isso ocorre, provavelmente, devido a uma redugao da atividade
mitocondrial, a principal fonte de geracdo de H;O,, e a um sistema de defesa
antioxidante suficientemente eficiente para controlar o acumulo de ROS durante a
perda de agua.

Além disso, no girassol, nossos resultados sugerem que o H,O, também pode
desempenhar um papel na regulagcdo da expressdo do gene CAT e na via de
transducdo do sinal de desidratacdo, provavelmente através de um mecanismo
préximo ao descrito por Polidoros e Scandalios (1999). No feijao (Phaseolus
vulgaris), a aquisicdo da tolerancia a secagem também esta relacionada com uma
reorientacado do sistema enzimatico de defesa antioxidante, em que sementes secas
tolerantes a secagem apresentam alta atividade de CAT e baixas atividades de SOD
e APX (ascorbato peroxidase), enquanto o oposto é observado em sementes secas

imaturas.
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7.3 Analise de massa e componente de ésteres metilicos e indices gerais
relacionados a composigao de acidos graxos

Estudos foram conduzidos para analisar a composi¢gdo de acidos graxos da
fracdo lipidica em componentes embrionarios especificos de sementes. A
composi¢cdo de acidos graxos nos lipidios de sementes de milho e arroz foi
identificada principalmente na regido externa do endosperma (aleurona), na camada
do endosperma que envolve o embrido e no proprio embrido. Durante a maturacao,
houve um aumento substancial nos niveis lipidicos em todo o embrido. Esses
resultados sao consistentes com estudos que avaliaram acidos graxos livres como
indicadores de qualidade em sementes de milho (Walter et al., 2008).

Um estudo avaliou o peso de sementes e observou uma variagdo numeérica

entre as espécies, sendo a U. brizantha é a espécie que apresenta maior peso,
quando comparada com sementes de U. humidicola (Dias Filho; Lopes, 2019).
Esse parametro esta diretamente relacionado ao potencial germinativo das
sementes, uma vez que sementes com maior massa disponibilizam maiores
quantidades de fotoassimilados para o embrido no momento da retomada do seu
crescimento, o que culmina com a germinacgao (Ferreira; Borguetti, 2004). Portanto,
a massa da semente é um indicador importante do potencial germinativo e do
sucesso da germinacdo das sementes.

A composicao de acidos graxos das sementes varia dependendo da espécie
de planta (Coutinho, 2013). Alguns dos acidos graxos de cadeia longa saturados e
insaturados mais prevalentes encontrados nas sementes incluem o acido linolénico,
acido oleico, acido palmitico e acido estearico (Carvalho et al., 2010).

As sementes contém lipidios, que desempenham varios papéis essenciais no
processo de germinagdo das sementes e no crescimento das plantas. Os lipidios
sdo uma classe de moléculas que incluem gorduras, 6leos e outros compostos
relacionados (Somerville, 2000).

Sementes de forrageiras possuem altos niveis de acidos graxos, sendo que,
geralmente, ha predominancia de acidos graxos poli-insaturados (PUFAs) (Capstaff;
Miller, 2018).

E relatado em um estudo que com sementes de cartamo (Carthamus
tinctorius L.), que, durante a maturidade das sementes, os genoétipos e suas

interacbes com fatores ambientais, nomeadamente umidade e temperatura,
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impactam a sintese de acidos graxos e a propor¢ao de acidos oleico e linoléico na
semente (Yeilaghi et al., 2012).

Mudancgas no grau de dessaturagao de acidos graxos estdo relacionadas nas
respostas da semente ao periodo de armazenamento que foi imposto, além da maior
umidade relativa, que acelera o processo de deterioragao da semente.

Mudangas no grau de dessaturagao de acidos graxos estdo implicadas nas
respostas da semente ao tempo de armazenamento que foi imposto, além da maior
umidade relativa, que acelera o processo de deterioracdo da semente.

A quantidade de acidos graxos nas sementes também afeta o sucesso da
germinagdo, onde, a medida que a quantidade de acidos graxos nas sementes
reduz, o sucesso da germinagéo diminui (Ozel et al., 2022).

Quando analisados estudos com outras espécies, como por exemplo, o teor
lipidico e a composigdo de acidos graxos das sementes de Jatropha curcas L. foi
constatado que o teor lipidico foi de 50,6% e os principais acidos graxos foram o
acido oleico, acido linoléico e acido palmitico (Felix, 2011).

Os principais acidos graxos no arroz sdo os acidos palmitico (16:0), oléico
(18:1) e linoléico (18:2), correspondendo a aproximadamente 95% dos acidos graxos
presentes nos lipidios totais, contendo uma proporgao significativa de acidos graxos
insaturados, que possuem papel importante em varios processos fisiologicos (Walter
et al., 2008)

O acido palmitico é o acido graxo saturado mais abundante nos organismos,
nao so nos lipidios vegetais, mas também em oOleos de peixes e gorduras animais,
sendo o acido estearico, menos comum (Gunstone, 1996). Entretanto, em varios
trabalhos (Bagci et al., 2004; Mayworm et al, 2004) e nos levantamentos
bibliograficos feitos por Wolff e Kwolek (1971) e Mayworm (1994) observa-se que a
proporg¢ao dos acidos palmitico e estearico varia (com algumas excegdes) em torno
de 5-20% e 4-6,5%.

Os resultados do cv. MG5 Vitdéria sugere que as sementes desse cultivar ja
apresentavam uma deterioracado no inicio das avaliagdes, podendo ser comprovado
através dos resultados das analises fisioldgicas, deste modo, as reagbes ao longo
do tempo de armazenamento foram menos expressivas. Isto poderia ter implicacboes

para 0 armazenamento de sementes, porque se considera que a peroxidacao
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lipidica desempenha um papel na deterioracdo das sementes durante o
armazenamento (Goel; Sheoran, 2003; Rataiczak; Pukacka, 2005).

Quando esses resultados sdo comparados com a germinagao do cultivar,
esperava-se um aumento dos acidos graxos presentes, teria acarretado na
deterioragdo e por isso ocorreu uma queda na germinagdo no ultimo periodo de
avaliacdo. Acredita-se que a variagao na composigao de acidos graxos seja um fator
significativo, que determina o envelhecimento e a vida util das sementes. Isto se
deve a degradagéo lipidica por oxidagao ou hidrolise enzimatica, tanto in situ, quanto
sob condigbes de armazenamento ex situ (Oenel et al., 2017; Wiebach et al., 2020).

Variagdes no 6leo de semente afetam a composicao lipidica da membrana em
termos de fungdo e permeabilidade da membrana, o que afeta a germinagao, o
estabelecimento e a tolerancia aos estresses ambientais (Sun et al., 2014).

Um estudo revelou que ocorreu uma diminuig&o significativa na quantidade de
acidos graxos nas sementes de pinhdo-manso, que foram armazenadas por dois
anos, em comparagao com as sementes recém-colhidas. Isso pode ser atribuido a
varios fatores associados ao armazenamento prolongado (Ozel et al., 2012).

O resultado encontrado no estudo € semelhante com o de um estudo sobre o
efeito da baixa temperatura no perfil de acidos graxos e na expressdo de genes
lipogénicos em sementes anuais de azevém, que descobriu que a composi¢cao
lipidica era composta principalmente de acidos graxos polinsaturados, como acido
linolénico (C18:3) e acido linoléico (C18:2) (Wiggers, 2022).

Em um estudo realizado por Pellegrini (2018), o autor demonstrou que nas
amostras de sementes de quinoa, os principais acidos graxos detectados também
foram o &cido linoléico (C18:2), acido oleico (C18:1) e o acido palmitico (C16:0).
Esses resultados foram concordantes com os relatados por Peiretti et al. (2013) e
Tang et al. (2015a), que relataram que esses acidos graxos sao 0s principais
componentes dos oleos de quinoa.

Um estudo com pseudocereais indicou que a participacdo de MUFA
(principalmente acido oleico) no conteudo total de acidos graxos ficou entre 6 e 40%
nas sementes testadas, incluindo linhaga, chia e canhamo.

As sementes deste estudo sdo ricas em acido linoléico, um acido graxo
poliinsaturado 6mega-6 (18:2). O 4cido linoléico também é muito abundante (=260%)

em sementes de outras espécies, como uva (Vitis vinifera), primula (Oenothera
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biennis), melao (Cucumis melo), tabaco (Nicotiana tabacum), paprica (Capsicum
annuum) e groselha preta (Ribes nigrum), que coletivamente séo classificadas nos
PUFA, subclasse do acido linoléico por Dubois et al. (2007). Altos niveis de PUFA
também foram relatados para espécies de orquideas, por exemplo,
Grammatophyllum speciosum e Dactylorhiza fuchsii (67-78% de acido linoléico)
(Colville et al., 2016).
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8 CONCLUSAO

Concluiu-se que a umidade relativa e o periodo de armazenamento imposto
as sementes influéncia de forma direta em suas respostas fisiologicas, devido a
danos oxidativos, que produzem as ROS e aumentam o nivel de H;O,. De forma
geral, o armazenamento até o 152 més favoreceu na conservagao das sementes que
estavam armazenadas em na umidade relativa de 4,5%, porém, os resultados
variam de cultivar para cultivar. Com isso, também devido a esses danos, ocorre
mudanga na propor¢do de acidos graxos na porgao inferior da semente, como
consequéncia das condi¢cdes de umidade e periodo de armazenamento que estavam
as sementes. O conteudo de acidos graxos insaturados foram predominantemente
maior do que os saturados, sendo o acido linoléico (um acido graxo poliinsaturado),
0 acido graxo majoritario em todos os cultivares deste estudo.
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10 ANEXO

U. brizantha ‘Marandu’
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Figura 1 Suplementar - Linhas de tendéncias de U. brizantha ‘Marandu’
armazenadas em 4,5% e 50% de umidade relativa obtidas para porcentagem de
germinacgao (G 4,5; G 50), conteudo de peroxido de hidrogénio (H20, 4,5 e H,0, 50),
atividade de SOD (SOD 4,5 e SOD 50), atividade de peroxidase (PRX 4,5 e 50) e
umidade da semente (U 4,5 e U 50).
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U. brizantha ‘Basilisk’
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Figura 2 Suplementar - Linhas de tendéncias de U. brizantha ‘Basilisk’
armazenadas em 4,5% e 50% de umidade relativa obtidas para porcentagem de
germinacgao (G 4,5; G 50), conteudo de peroxido de hidrogénio (H20, 4,5 e H,0, 50),
atividade de SOD (SOD 4,5 e SOD 50), atividade de peroxidase (PRX 4,5 e 50) e
umidade da semente (U 4,5 e U 50).
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Figura 3 Suplementar - Linhas de tendéncias de U. brizantha ‘Piatd’ armazenadas
em 4,5% e 50% de umidade relativa obtidas para porcentagem de germinacao (G
4.5; G 50), conteudo de peroxido de hidrogénio (H202 4,5 e H,O, 50), atividade de
SOD (SOD 4,5 e SOD 50), atividade de peroxidase (PRX 4,5 e 50) e umidade da

semente (U 4,5 e U 50).
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U. brizantha ‘MG5 Vitéria’
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Figura 4 Suplementar - Linhas de tendéncias de U. brizantha ‘MG5 Vitéria’
armazenadas em 4,5% e 50% de umidade relativa obtidas para porcentagem de
germinacgao (G 4,5; G 50), conteudo de peroxido de hidrogénio (H20, 4,5 e H,0, 50),
atividade de SOD (SOD 4,5 e SOD 50), atividade de peroxidase (PRX 4,5 e 50) e
umidade da semente (U 4,5 e U 50).
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U. humidicola ‘Tully’
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Figura 5 Suplementar - Linhas de tendéncias de U. humidicola ‘Tully’ armazenadas
em 4,5% e 50% de umidade relativa obtidas para porcentagem de germinacao (G
4.5; G 50), conteudo de peroxido de hidrogénio (H202 4,5 e H,O, 50), atividade de
SOD (SOD 4,5 e SOD 50), atividade de peroxidase (PRX 4,5 e 50) e umidade da
semente (U 4,5 e U 50).



110

U. humidicola ‘Llanero’
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Figura 6 Suplementar - Linhas de tendéncias de U. humidicola ‘Llanero’
armazenadas em 4,5% e 50% de umidade relativa obtidas para porcentagem de
germinacgao (G 4,5; G 50), conteudo de peroxido de hidrogénio (H20, 4,5 e H,0, 50),
atividade de SOD (SOD 4,5 e SOD 50), atividade de peroxidase (PRX 4,5 e 50) e
umidade da semente (U 4,5 e U 50).
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U. ruziziensis ‘Kennedy’
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Figura 7 Suplementar - Linhas de tendéncias de U. ruziziensis ‘Kennedy’
armazenadas em 4,5% e 50% de umidade relativa obtidas para porcentagem de
germinacgao (G 4,5; G 50), conteudo de perdxido de hidrogénio (H20, 4,5 e H,0, 50),
atividade de SOD (SOD 4,5 e SOD 50), atividade de peroxidase (PRX 4,5 e 50) e
umidade da semente (U 4,5 e U 50).
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