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RESUMO

CUNHA, Priscila Torres, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de 2018. Alteracoes
fisiologicas, bioquimicas e anatomicas em sementes de lentilha em diferentes estadios de
maturacio e submetidas ao armazenamento. Orientadora: Denise Cunha Fernandes dos
Santos Dias.

A lentilha € uma hortalica de ciclo anual, pertencente a familia Fabaceae. O Brasil importa
quase a totalidade do grao destinado ao consumo, que em 2015 foi de 11 mil toneladas,
representando um valor de 10 milhdes de délares. Nas nossas condicdes, hd demanda por
informagdes sobre producdo de sementes de lentilha. Conhecer as alteracdes que ocorrem nas
sementes durante o seu processo de maturagdo € importante, pois tais informagdes sao
relevantes para a producdo de sementes de alta qualidade. Considerando que as sementes
podem ser semeadas logo apds a colheita ou entdo armazenadas para posterior semeadura, é
importante também conhecer o potencial de armazenamento de sementes colhidas em
diferentes estddios de maturagdo. Diante disso, os objetivos do trabalho foram: i) avaliar as
alteracdes fisioldgicas, bioquimicas, anatdmicas e histoquimicas em sementes de lentilha
colhidas em diferentes estddios de maturacdo; ii) avaliar as alteragdes fisiologicas e
bioquimicas em sementes de lentilha submetidas ao armazenamento. Sementes de lentilha, cv.
Precoz, foram produzidas no campo experimental instalado na “Horta Nova” /DFT/UFV
durante o periodo de abril a outubro de 2017. Foram colhidas vagens em quatro estddios de
maturacdo: verde, verde-amarelo, amarelo e marrom. Logo apds a colheita, determinou-se o
grau de umidade e a massa de matéria seca das sementes. Foi realizada ainda a caracterizacio
anatomica e histoquimica das sementes de acordo com as técnicas de microscopia de luz,
sendo os corte corados com Azul de toluidina, Xylidine Poncea (XP), Lugol e Vermelho de
ruténio. Para a conducdo das demais avaliacdes, as sementes foram secas até 13% de
umidade e armazenadas em ambiente 20° C e 55 % UR por 0, 3 e 6 meses. Foram entao
realizadas as seguintes avaliacOes: grau de umidade, massa da matéria seca, germinagdo,
indice de velocseisdade de germinagdo, emergéncia de plantulas, condutividade elétrica e
envelhecimento acelerado. Foram determinadas também a atividade das enzimas
antioxidantes superoxido dismutase (SOD); catalase (CAT) e peroxidase (POX). Adotou-se o
delineamento inteiramente casualizado, em esquema de parcelas subdivididas, com quatro
repeticdes, sendo os quatro estddios de maturacdo das vagens alocados nas parcelas e os trés

periodos de armazenamentos das sementes (0, 3 € 6 meses) nas subparcelas. Os dados foram



submetidos a andlise de variancia e as médias obtidas para os tratamentos foram comparadas
pelo teste de Tukey (p>0,05). Foram observadas fissuras no tegumento das sementes obtidas
de vagens marrons. A deposicdo de reservas de proteinas ja havia iniciado no estddio verde e
se manteve durante o desenvolvimento das sementes. A deposi¢cdo de amido ja havia cessado
a partir do estddio verde. Sementes de lentilha obtidas de vagens amarelas apresentaram maior
vigor em relacdo as sementes obtidas de vagens verdes e marrons. Para sementes de vagens
marrons, 0 armazenamento por 6 meses reduziu a germinacdo. Houve maior atividade das
enzimas antioxidantes CAT e POX em sementes obtidas de vagens amarelas quando
comparadas ds de vagens marrons; com aumento do tempo de armazenamento hd reducdo da

atividade da CAT.



ABSTRACT

CUNHA, Priscila Torres, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, August, 2018.
Physiological, biochemical and anatomical changes in lentil seeds in different

maturation stages and submitted to storage. Adviser: Denise Cunha Fernandes dos Santos
Dias.

The lentil is a vegetable of annual cycle, belonging to the family Fabaceae. The Brazil imports
almost all of the grain that consumption correponding to 11,000 tons in 2015, representing a
value of 10 million dollars. In our conditions, there is demand for information on seed
production of lentils. Therefore, information about main changes during seed development
processs is importante to determine the ideal harvest time aiming high-quality seeds
production. Considering that seeds can be sown soon after harvesting or stored for subsequent
sowing, it is also important to know the storage potential of seeds harvested at different time.
The objectives of the study were: (i)) to evaluate the physiological, biochemical, anatomical
and histochemical changes of lentil seeds harvested at different maturation stages; ii) to assess
the physiological and biochemical changes during storage of lentil seeds. Lentil seeds, cv.
Precoz, were produced in the experimental field of "Horta Nova" / DFT / UFV, Vicosa — MG,
during the period of April to October of 2017. The pods were collected in four maturation
stadiges: green, yellow-green, yellow and brown. After harvest, the seed moisture content and
dry matter were determined. Anatomical and histochemical characterization of freshly
harvested seeds were performed also and the sections were stained with Toluidine blue,
Xylidine Ponceau, Lugol’s iodine and Ruathenium Red and submitted to polarized light.
Then, the seeds were dried until 13% moisture content and stored at 20° C and 55% RH for O,
3 and 6 months. The following tests were performed: moiture content, germination,
germination speed index, emergence of seedlings, electrical conductivity, accelerated aging
and activity of antioxidant enzymes (superoxide dismutase - SOD; catalase -CAT and
peroxidase - POX). A completely randomized design, in subdivided plots scheme, with four
replicates were used. The four maturation stages were allocated in the plots and the three
periods of storage in the subplots. The data were subjected to analysis of variance and the
means were compared by Tukey’s test (p > 0.05). It were observed cracks in the tegument of
the seeds obtained from brown pods. The deposition of protein reserves had already started at
green stage maintained during seed development. Starch reserves had already ceased at green

stage. Lentil seeds obtained from yellow pods was more vigourous than seeds obtained from



green and brown pods. Seeds from brown pods showed reduction on germination at six
months storage. There was greater activity of antioxidant enzymes CAT and POX in the seeds
from yellow pods when compared to those from brown pods; there was reduction of CAT

activity with the increase of seed storage time.
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1. INTRODUCAO

A lentilha (Lens culinaris Medik) € uma hortalica de ciclo anual, pertencente a
familia Fabaceae, e estd entre as cinco leguminosas mais importantes no mundo
(Nascimento et al., 2016). Bastante utilizada nos paises drabes (FAO 2014), a producgdo
mundial de lentilha é de 4,8 milhdes de toneladas (FAOSTAT 2016) estando concentrada
na Asia, principalmente na India e na Turquia. O Canad4 também se destaca como pafs

produtor e exportador da leguminosa.

A producdo brasileira de lentilha ainda é pequena, fazendo-se necessidria a
importacdo para abastecer o mercado interno (Nascimento et al., 2016). O pais importa do
Canad4, Argentina e Estados Unidos quase a totalidade dos graos destinados ao consumo.
Em 2015, a importacdo foi de 11 mil toneladas, representando um valor de 10 milhdes de

délares (MDIC/SECEX,2016).

A lentilha, cultura de inverno nos trépicos, é plantada desde o nivel do mar até
3.800 m de altitude, e nao se adapta aos tropicos umidos (Vieira et al, 1999). A

temperatura ideal para o cultivo situa-se entre 15 e 25° C (EMBRAPA, 1993).

Segundo Giordano et al. (1988), no centro-oeste do Brasil as dreas com altitudes
acima de 800 m oferecem excelentes condi¢cdes para o desenvolvimento dessa leguminosa
em plantios realizados no més de abril até a segunda quinzena de maio. Plantios mais

tardios resultam em menor produtividade e maior risco de chuva durante a colheita.

Apesar do pais apresentar condigdes favordveis para o cultivo, s6 atualmente
pesquisas vem sendo desenvolvidas visando disponibilizar cultivares adaptadas as nossas
condi¢cdes edafo-climdticas bem como tecnologia adequada para a producdo. Neste
contexto, pesquisas relacionadas a tecnologia de producdo de sementes de lentilha
também sdo importantes para a expansdo da cultura, para disponibilizar no mercado
sementes de alta qualidade. Dentre os fatores que determinam a qualidade das sementes
destacam-se o estddio de maturacio por ocasido da colheita e a sua longevidade durante o

armazenamento.

O processo de desenvolvimento das sementes, desde a fertilizacdo do 6vulo até a
maturidade da semente, envolve uma série de alteracOes fisicas, anatdmicas, fisioldgicas e
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bioquimicas. Segundo Marcos - Filho (2015), este processo pode ser dividido em trés
fases distintas: histodiferenciacdo, durante a qual sdo formados os tecidos da semente,
sendo intensa a divisdo e expansdo celular; deposicdo de reservas, caracterizada pelo
aumento progressivo da massa de matéria seca; e secagem ou dessecacdo, fase em que
ocorre reducdo no teor de 4dgua das sementes e, consequentemente, nas atividades

metabdlicas.

Alguns parametros tecnolégicos tém sido utilizados para monitorar e caracterizar o
processo de maturacdo das sementes, destacando-se o teor de dgua, o tamanho, o contetido
de matéria seca, a germinacao e o vigor (Marcos-Filho, 2015). Assim, apds a fertilizagao,
h4 um rdpido aumento no tamanho das sementes, atingindo o0 maximo em curto periodo de
tempo em relacdo a duracdo total do processo. Ao final da matura¢do, o tamanho pode

diminuir devido a secagem das sementes.

As sementes por serem dreno, recebem os produtos da fotossintese, o que resulta
em aumento no conteido de matéria seca, representada principalmente por proteinas,
carboidratos e lipidios (Bewley e Black, 1994; Marcos-Filho, 2005). Nesta fase, o teor de
dgua das sementes se mantém alto, decrescendo lentamente a medida que a dgua vai sendo

substituida pelas reservas sintetizadas (Dias e Nascimento, 2006).

A maturidade fisiol6gica € atingida quando o conteddo maximo de matéria seca é
acumulado, quando cessa a translocacdo planta-semente (Botelho et al., 2010; Bolina et
al., 2012). Paralelamente ao acimulo de matéria seca, ocorre aumento da germinagdo e
vigor, cujos valores maximos sdo atingidos préximo a maturidade fisiologica, podendo
ocorrer um pouco antes ou um pouco depois, dependendo da espécie (Dias e Nascimento,
2006). A partir da maturidade fisioldgica, o teor de dgua das sementes que ainda € alto
decresce até entrar em equilibrio com o ambiente, comportamento tipico das sementes

ortodoxas como a lentilha.

Durante a fase de acumulo de reservas, sementes ortodoxas desenvolvem
mecanismos para prevenir danos ocasionados pela desidratacdo dos tecidos. Dentre estes
mecanismos destacam-se as proteinas lea (late embryogenesis abundant) e os agucares
soluveis (sacarose, estaquiose, rafinose, verbascose) que se acumulam no final da
embriogénese, atingindo médxima concentragdo pouco antes da fase final de dessecagdao

(Hincha e Thalhammer, 2012; Bewley et al., 2013; Silva et al., 2015). As proteinas lea sdo
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altamente hidrofilicas, estdveis sob altas temperaturas e ndo t€m acdo catalitica, sendo
importantes pela grande habilidade de atrair moléculas de dgua, mantendo a estrutura das
membranas celulares (Battaglia e Covarrubias, 2013; Kaur et al., 2015). Os agucares
soldveis podem interagir com grupos hidrofilicos das membranas, atuando na sua
preservagdo durante a desidratacdo (Corbineau et al., 2000; Corsato, 2014; Marcos-Filho,

2015).

A partir da maturidade fisioldgica, as sementes ficam propensas ao processo de
deterioracdo, cuja intensidade provoca redugdo significativa na germinac¢do e no vigor
(Marcos-Filho, 2015). Trata-se de um processo degenerativo, progressivo que acarreta
uma série de alteracdes bioquimicas, fisioldgicas e fisicas como: desestruturacdo do
sistema de membranas, reducdo de atividades de biossintese, inativacdo de enzimas, perda
de integridade do DNA, reducdo da atividade respiratdria, reducdo da velocidade de
germinacdo e tolerancia ao estresse, menor taxa de crescimento de plantulas, reducdo da
emergéncia em campo culminando com a morte da semente (Delouche e Baskin, 1973;

Bewley e Black, 1994; Kumar, et al., 2014; Marcos-Filho, 2015).

Diversos autores referem-se a peroxidacdo de lipidios como a principal causa da
deterioracdo de sementes como observado em sementes de girassol (Abreu et al., 2013),
de soja (Carvalho et al., 2014) e de algodao (Oliveira et al., 2016). Este processo resulta
da formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), que sdo moléculas altamente
reativas resultantes da reducdo do oxigénio molecular com consequente formacdo de
produtos téxicos, como o radical superéxido (O2), radical hidroxila (OH") e o peréxido de
hidrogénio (H20) (Bailly, 2004; Bailly et al., 2008; Kumar et al., 2014). A intensidade
de danos celulares € determinada pela habilidade das sementes de eliminar as EROs via
sistema enzimatico ou niao enzimatico. O sistema enzimatico antioxidativo é composto por
vdrias enzimas, destacando-se a superdxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e as
peroxidases (POX) (Mittler, 2002; Rajjou e Debeaujon, 2008). Em estudos com sementes
de algodao (Goel et al. (2003), soja (Sung e Chiu, 1995), amendoim (Sung, 1996) e
girassol (Bailly, 1996) observou-se reducdo na atividade dessas enzimas durante o

processo de deterioragdo das sementes.

Considerando que o processo de deterioracdo das sementes inicia-se em campo a
partir da maturidade fisiol6gica, conhecer o processo de maturacdo das sementes para

definicdo da época ideal de colheita é fundamental para a qualidade das sementes,
3



especialmente para espécies de crescimento indeterminado como a lentilha. Nestas
espécies, o florescimento é continuo e a maturagdo € desuniforme, de modo que em uma
mesma planta sdo encontradas vagens em diferentes estddios de maturacao, dificultando

determinar o ponto ideal de colheita.

A colheita precoce pode acarretar uma grande propor¢do de sementes imaturas,
como verificado por Kathun et al. (2009) quando colheram vagens de lentilha com
coloracdo verde amarela. Por outro lado, a permanéncia das sementes no campo por tempo
acima do necessdrio pode acarretar sérios prejuizos a sua qualidade fisioldgica e sanitdria
devido a deterioracdo. Assim, o estddio de maturacao das sementes por ocasido da colheita
¢ determinante para que atinjam germinagdo superior a exigida para a comercializacdo de

lotes, interferindo também no seu potencial de armazenamento.

Os resultados de pesquisas relacionados a maturacdao de sementes de lentilha t€ém
apontado a coloracdo das vagens como parametro para determina¢do do ponto de colheita.
Kathun et al. (2009) realizaram a colheita das sementes a cada 7 dias considerando trés
estddios de maturagdo: quando a maioria das vagens apresentava coloracdo verde amarela
ou amarela com manchas levemente marrons e vagens secas € completamente marrons. Os
autores concluiram que sementes obtidas de vagens amarelas com manchas marrom claro
tiveram maior germinacdo, crescimento de plantulas e vigor. Menor qualidade fisiol6gica
foi observada nas sementes de vagens verde amarelas. Em outro experimento, Kathun et
al. (2008) verificaram que a qualidade fisiologia das sementes colhidas da parte mediana
da planta foi superior a das sementes da parte superior e inferior.. Mais recentemente,
Subedi et al. (2017), avaliando o efeito da aplicacio de dessecantes em campo na
qualidade das sementes de lentilha, observaram que o paraquat ndo afetou a germinacao e

o vigor, ocorrendo efeito negativo do glifosate nestas caracteristicas.

As mudangas que ocorrem durante o processo de deterioragcdo estdo diretamente
relacionadas ao periodo e as condicdes de armazenamento, ocasionando a redugdo da
velocidade e da uniformidade de emergéncia, refletindo no desenvolvimento das plantas
no campo (Bingham; Harris; McDonald, 1994). Dessa maneira, o armazenamento apds a
colheita deve ser conduzido de maneira que possibilite reduzir as transformagdes
bioquimicas que provocam a deterioragdo, além de evitar o desenvolvimento de insetos e
microrganismos, 0s quais contribuem para a diminuicdo da qualidade fisiologica

(Carvalho; Vilela, 20006).



Nas nossas condi¢des, hd demanda por informagdes para sementes de lentilha.
Assim, considera-se importante, antes de se tentar definir o ponto ideal de colheita,
conhecer e monitorar as alteracdes anatdmicas, fisiolégicas e bioquimicas durante o
processo de desenvolvimento e maturacdo das sementes. Considerando que as sementes
podem ser semeadas logo apds a colheita ou entdo armazenadas para posterior semeadura,
¢ importante também conhecer o potencial de armazenamento de sementes colhidas em

diferentes estadios de maturacgdo.

Neste contexto, o trabalho teve como objetivo avaliar as alteracdes fisioldgicas,
bioquimicas e anatdmicas de sementes de lentilha colhidas em diferentes estddios de
maturagdo e avaliar as alteragdes fisioldgicas e bioquimicas de sementes de lentilha

cultivar Precoz submetidas ao armazenamento.

2. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal
de Vigosa, utilizando-se sementes de lentilha (Lens culinaris Medick) da cultivar Precoz,

fornecidas pela Embrapa Hortalicas
2.1. Producio das sementes em campo

O campo de producdo de sementes foi instalado na drea experimental da
Universidade Federal de Vigosa denominada “Horta Nova”, localizada no distrito de Sao
José do Triunfo, Vicosa-MG. O municipio de Vicosa localiza-se na Zona da Mata de
Minas Gerais, a 689,7 m de altitude e coordenadas geograficas 20° 45° de latitude Sul e
42° 51 de longitude Oeste (IBGE, 1991). Conforme a classificacdo climatica de Kdppen,
o clima regional € do tipo Cwb, mesotérmico imido com verdes chuvosos € invernos
secos (Vianello e Alves, 1991). Dados climatolégicos (boletim climatolégico) indicam
umidade relativa do ar em torno de 80% e temperatura média durante o periodo de plantio
até a ultima colheita das sementes de lentilha variando entre 22,9 °C para a mdxima e 12,0

°C para a minima.

Ap6s o preparo convencional do solo, foi feita a semeadura no dia 06 de abril de
2017. A semeadura foi realizada em sulcos de 21 m de comprimento espagados de 0,20 m,

com densidade de 40 plantas/m linear de sulco. Antes da semeadura, foi feita a adubacao
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de plantio baseada nos resultados da andlise de solo, seguindo-se as recomendagdes
técnicas para cultura ( Nascimento et al., 2016) Os tratos culturais foram realizados
conforme recomendag¢des para a cultura (Giordano et al, 1988), com irrigacdo por

aspersdo sempre que necessario e cessando durante a colheita das sementes.

Durante o florescimento, as flores foram marcadas por ocasido da antese para se
determinar o nimero de dias apds a antese (DAA) necessdrios para se obter vagens com
coloragdo externa super verde (SV), verde (V), verde-amarelo (VA), amarelo (A), marrom
(M) e vagens abertas (AB) usando um colorimetro para identificagao e padronizacdo das
cores. Foram entdo colhidas vagens nos seguintesestadios de maturacao: verde (V), verde-
amarelo (VA), amarelo (A) e marrom (M) para a realizacdo das andlises anatdmicas,

histoquimicas, fisioldgicas e bioquimcas.

Ap6s a colheita, foi feita a debulha manual das sementes e parte das sementes de
cada tratamento foi separada para caracterizacdo anatdmica e histoquimica descrita no
item 3.1. As demais sementes foram colocadas para secar em condi¢cdes de ambiente de
laboratério (temperatura de 20° C e UR 55%) até atingirem teor de dgua de
aproximadamente 13 %. Em seguida, essas sementes foram acondicionadas em sacos de
papel kraft multifoliado e armazenadas por 0, 3 e 6 meses em temperatura ambiente de
laboratério (20° C e UR 65%). Apds cada periodo de armazenamento, as sementes foram

submetidas a avali¢des da qualidade fisiol6gica conforme os testes descritos no item 3.2.
2.2 Anatomia e histoquimica das sementes

As avaliacoes foram realizadas no Laboratério de Anatomia Vegetal do
Departamento de Biologia Vegetal, da Universidade Federal de Vigosa, em Vigcosa, Minas
Gerais. Foram retiradas amostras de sementes obtidas nos diferentes estddios de
desenvolvimento, que foram fixadas em solu¢do de formaldeido, acido acético e dlcool

etilico 50% (5:5:90 v/v) (FAA 50) por 48 h (Johansen, 1940).

As amostras foram mantidas sob vicuo e, posteriormente, foram submetidas a
desidratacdo em série etilica crescente e incluidas em metacrilato (Historesin - Leica®),
conforme indicacdes do fabricante. Secgdes transversais da por¢cdo mediana das sementes
com 5um de espessura, foram obtidas em microtomo rotativo de avanco automaitico

(modelo RM 2155, Leica) e submetidas a avaliagdo das caracteristicas anatomicas. Para



caracterizacdo anatOmica, os cortes foram corados com Azul de toluidina (O’brien et al.,

1964) e montado sob laminula com resina sintética (Permount).

Para a histolocalizacdo dos compostos de reserva no material incluido em resina:
reagente de Lugol (Johansen, 1940) para amido e xilydine Ponceau (Vidal, 1970) para
proteina. As avaliacdes histoquimicas foram realizadas em microscépio de luz (modelon
AX-70 TRF, Olympus Optical, Tokyo, Japan), acoplado acamera fotogréfica digital
(modelo Zeiss Axio CamHRc, Gottinger, Germany) e microcomputador com o programa

de captura de imagens Axion Vision.

Logo apds a colheita, as vagens foram dispostas em bandejas e colocadas para
secar a sombra por 72 h. Foi feita a debulha manualmente e as sementes de cada
tratamento foram colocadas para secar em condi¢cdes de ambiente de laboratério
(temperatura de 20° C e UR 55%) até atingirem teor de dgua de aproximadamente 13 %.
Para acompanhar a perda de d4gua das sementes, pesagens periddicas foram realizadas e,

os resultados, aplicados na equacio sugerida por Cromarty et al. (1985):
Mi (100-Ui)=Mf (100-Uf)

onde: Mi € a massa inicial das sementes; Ui € umidade inicial das sementes; Mf é
a massa final das sementes (apds secagem) e; Uf é umidade final das sementes (apds

secagem).

Atingido o grau de umidade desejado, as sementes foram, entdo, acondicionadas
em sacos de papel multifoliado e armazenadas por 0, 3 e 6 meses em temperatura
ambiente de laboratério (20° C e UR 55%). A cada periodo de armazenamento, as
sementes foram submetidas a avaliagdes da qualidade fisioldogica conforme os testes
descritos no item 2.3., sendo também conduzidas andlises bioquimicas da atividade de

enzimas (item 2.4.)
2.3. Avaliacao da qualidade fisiologica das sementes

A qualidade das sementes foi avaliada no Laboratorio de Analise de Sementes do

Departamento de Fitotecnia da UFV pelos testes descritos a seguir.

Grau de umidade — foi determinado conforme metodologia prescrita nas Regras

para Andlise de Sementes (Brasil, 2009), pelo método da estufa, a 105 + 3°C, durante 24
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horas, utilizando-se quatro repeticdes de 25 sementes, sendo os resultados expressos em

porcentagem (base imida).

Massa da matéria seca - foi determinado juntamente com o grau de umidade das
sementes (Brasil, 2009), consistindo do peso médio final das quatro repeticdes de 25
sementes apds secagem a 105° + 3°C por 24 h. Os resultados foram expressos em

mg/semente.

Germinacao: foi realizado com quatro repeticdes de 50 sementes, semeadas em
rolos de papel toalha do tipo germitest, umedecidos com dgua destilada na quantidade
equivalente a 2,5 vezes o peso do substrato seco e mantidos em germinador regulado a
temperatura de 20 °C. Foram realizadas contagens no quinto e décimo dia apds a
semeadura (Brasil, 2009), sendo os resultados expressos em porcentagem de plantulas

normais obtidas.

Indice de velocidade de germinacio (IVG): conduzido conjuntamente com o
teste de germinacdo descrito acima, realizando-se contagens didrias do nimero de

plantulas normais obtidas. O IVG foi calculado conforme Maguire (1962).

Envelhecimento acelerado: as sementes foram distribuidas em camada tnica
sobre tela metdlica fixada no interior de caixas pldsticas do tipo gerbox, contendo, no
fundo, 40 mL de solugdo saturada de cloreto de s6dio (NaCl), na propor¢do de 40g de
NaCl para 100 mL de dgua. As caixas foram tampadas e mantidas em incubadora tipo
B.O.D. a temperatura de 41 °C, por 48 horas (Freitas e Nascimento, 2006). Apds este
periodo, quatro repeticdoes de 50 sementes foram submetidas ao teste de germinacao como
descrito acima, computando-se a porcentagem de plantulas normais obtidas no quinto dia

apos a semeadura (Brasil, 2009).

Condutividade elétrica: foram utilizadas quatro repeticoes de 25 sementes
pesadas em balangca com precisdo e colocadas para embeber em copos plasticos contendo
75 mL de agua deionizada. As sementes foram mantidas em B.O.D, a temperatura
constante de 25 °C (Torres et al., 2009), onde permaneceram por 16 horas, tempo este
definido apds realizacdo da curva de embebicdo das sementes. Apds este periodo, a
condutividade elétrica foi determinada em condutivimetro, sendo os resultados expressos

em pS.cm®.gl.



Emergéncia de plantulas: foi conduzido com quatro repeti¢cdes de 50 sementes
em sala de crescimento. A semeadura foi realizada a 1,0 cm de profundidade em mistura
de solo e areia na propor¢ao 1:1, contida em bandejas de isopor. As contagens didrias
foram realizadas apds a emergéncia da primeira plantula até a estabilizacdo do nimero de

plantulas emergidas .
2.4. Determinacao da atividade de enzimas

Inicialmente foi obtida a curva de embebicdo das sementes em dgua para se
determinar o tempo ideal de embebi¢do para as determinacdes enzimdticas. Para tanto,
foram utilizadas quatro repeticdes de 50 sementes de cada tratamento, colocadas para
embeber em rolo de papel toalha umedecido com dgua destilada em quantidade
equivalente a 2,5 vezes o peso do papel seco e mantidos em germinador a 20 °C. As
sementes foram pesadas antes do inicio da embebicdo e apds intervalos de tempos
regulares: primeiramente a cada 2 horas nas seis primeiras horas de embebi¢do; em
seguida, a cada 3 horas durante 6 horas; de 6 em 6 horas por 12 horas; e de 12 em 12
horas até ocorrer a estabilizacdo da embebicdo. Ao final de cada tempo, as sementes eram
retiradas, enxugadas com papel toalha e pesadas, para obtengdo do peso umido. O
incremento percentual foi calculado ao longo do tempo, obtido por meio do quociente

entre a massa fresca inicial e a massa fresca final (JUSTO, 2007) conforme a férmula:
100 * (Pf-Pi)/pi

onde, Pf representa o peso final das sementes a cada tempo e Pi o peso inicial das

sementes antes da embebicao.

Estas determina¢des foram realizadas no Laboratério de Andlise de Sementes
Florestais do Departamento de Engenharia Florestal na UFV. Foram utilizadas dez
sementes de cada estddio de maturacdo que foram colocadas para embeber por 16 h,
tempo este definido apds se obter a curva de embebi¢do das sementes em dgua. Apds esse

periodo, o tegumento das sementes foi retirado com o auxilio de um bisturi.

2.5. Obtenciao do extrato enzimatico para determinacao da atividade de enzimas

antioxidantes



Para a obtencdo dos extratos enzimaticos brutos para as determinagdes da
atividade das enzimas superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e peroxidases
(POX)), o material vegetal foi congelado em nitrogénio liquido e mantido em freezer a
temperatura de -80° C. Posteriormente, foram macerados cerca de 0,500 g de material
vegetal. Foram entdo adicionados 2 mL de meio de extracdo, tampdo fosfato de potdssio
(0,IM, pH 6,8) 4cido etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,1mM, fluoreto de
fenilmetilsulfonico (PMSF) 1 mM e polivinilpirrolidona (PVPP) 1% (p/v) (Peixoto et al.,
1999). Em seguida, foi feita uma centrifugacdo a 15.000 xg por 15 minutos, a 4 °C para

retirada da camada de 6leo do sobrenadante.

Os teores de proteinas dos extratos enzimaticos foram determinados pelo método
de Bradford (1976), utilizando BSA como padrao. 100 pL do extrato enzimatico foi
adicionado a 1 mL do reagente de Bradford, seguido de agitacdo. Apds 20 minutos, foi

realizada a leitura da absorbancia da amostra em espectrofotdmetro a 595 nm.

Superdxido dismutase (SOD): foi determinada de acordo com o protocolo
proposto por Del Longo et al. (1993) por meio da adi¢do do extrato enzimatico bruto a um
meio de reacdo constituido de tampao fosfato de s6dio 50 mM, pH 7,8, contendo
metionina 13 mM, azul de p-nitro tetrazélio (NBT) 75uM, EDTA 0,1 mM e riboflavina 2
uM. A reacdo foi conduzida e a atividade da SOD foi definida como a quantidade de
enzima necessdria para inibir em 50% a fotorredu¢do do NBT (Beauchamp e Fridovich,

1971).

Catalase (CAT): foi determinada de acordo com o protocolo proposto por Havir
e Mchale (1987), por meioda adi¢cdo do extrato enzimatico bruto ao meio de reacdo
constituido de tampdo fosfato de potassio S0 mM, pH 7,0 e H202 12,5 mM. A atividade
enzimdtica foi calculada utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 36 M-1 cm-1

(Anderson et al., 1995) e os resultados expressos em pmol min™' mg-! proteina.

Peroxidases (POX): foi determinada pela adi¢do de 50 pL do extrato enzimatico
bruto a 2,95 mL de meio de reacdo constituido de tampao fosfato de potassio (25 mM, pH
6,8), pirogalol 20 mM e perdxido de hidrogénio 20 mM (Kare e Mishra, 1976). Durante
dois minutos de reacgdo, foi observado o aumento da absorbancia no comprimento de onda

de 420 nm, a 25°C. A atividade enzimatica foi calculada utilizando-se o coeficiente de
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extingdo molar de 2,47 mM L' cm™ (Chance e Maehley, 1955) e expressa em pmol.min-

! mg! de proteina.
2.6. Delineamento e analise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado em parcelas
subdivididas com quatro repeticdes. Os valores obtidos para cada varidvel foram
submetidos a testes de normalidade Shapiro - Wilk para os residuos e homogeneidade
das varidveis. Os dados foram entdo submetidos a andlise de variancia sendo os quatro
estddios de maturacdo das vagens (verde, verde amarelo, amarelo e marrom) alocados nas
parcelas e os trés periodos de armazenamentos das sementes (0, 3 e 6 meses) nas
subparcelas. As médias obtidas para os tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade. As andlises estatisticas foram processadas no SISVAR (Ferreira,
2012). Para os resultados referentes a caracterizacdo anatdmica foi feita a andlise

descritiva.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Caracterizacao anatomica e histoquimica

Os resultados obtidos para as andlises anatdmicas, grau de umidade e massa de
matéria seca sdo referentes apenas as sementes recém-colhidas (época 0 de
armazenamento). A Figura 1 (A e B) ilustra o experimento de campo para a produgdo de
sementes de lentilha. Na Figura 1 C observa-se a marcaciao de flor feira por ocasido da
antese. As vagens colhidas em diferentes estddios de maturacdo caracterizados pela sua
coloracdo externa e numero de dias apds a antese (DAA) sa ilustradas na Figura 1 D. Na
Figura 1 E € possivel observar as sementes de lentilha obtidas de vagens de cada um dos
estddios de maturacdo: aos 15 DAA (vagens verde e pouco desenvolvidas), aos 25 DAA
as sementes obtidas de vagens verdes, 30 DAA as sementes obtidas de vagens verdes
amarelas, aos 35 DAA sementes obtidas de vagens amarelas e 40 DAA sementes obtidas
de vagens marrons e aos 45 DAA (vagens deiscentes). Verificou-se que as sementes
obtidas de vagens verdes colhidas antes de 25 DAA ndo germinaram e aos 45 DAA ja era

nitida a ocorréncia de deiscéncia das vagens.
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SV VE VA AM MA AB
15 DAA 25DAA 30DAA  35DAA 40DAA  45DAA

Figura 1. Campo de produgado de sementes de lentilha (A e B). Flores de lentilha marcadas no dia da antese (C).
Vagens de lentilha colhidas em diferentes estddios de maturacdo (DAA) e sementes obtidas das respectivas
vagens, Super verde (SV), verde (VE) Verde/amarela (VA), amarelas (AM), marrom (MA) e vagens abertas

(AB). Barra corresponde a 1 cm.

As principais estruturas das sementes de lentilha foram ilustradas na Figura 2 D. A
semente € constituida por tegumento, cotilédones e embrido. Trata-se, portanto, de uma
semente exalbuminosa. O tegumento de leguminosas, geralmente é formado por células
do parénquima com uma camada externa de esclerénquima e um sistema vascular
(Dongen et al., 2003).
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Figura 2: Corte da semente de lentilha para caracterizagdo anatdmica e histoquimica (B). Principais
estruturas das sementes de lentilha (C) e (D). Secdes transversais, corados com Azul de Toluidina em
diferentes estadios de desenvolvimento verde (E); verde-amarelo (F); amarelo (G); marrom (H) Co:

cotilédone; Te: tegumento interno ; Ei: eixo embrionério . Barra 1cm.

O estudo das células que compdem o tegumento torna-se importante porque € por
meio desse tecido que a dgua atinge o embrido das sementes de grande parte das

leguminosas (Chachalis e Smith, 2000). Sementes de leguminosas sio tipicamente testais,
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produzidas por 6vulos bitegumentados, em que, com frequéncia, ocorre a reducdo do
tegumento interno (tégmen) (Corner, 1976). A exotesta € constituida por uma camada de
macroesclereides, que ndo sofrem lignificacdo (Figura 2E, 2F, 2G e 2H), e cuja
composicdo é basicamente de celulose, pectinas e hemicelulose. Esta inferéncia é baseada

na metacromasia do corante azul de toluidina apresentada na Figura 2.

A coloracdo azulada e arroxeada das paredes retrata a presenca de celulose e
pectinas, enquanto a coloracdo mais clara ou falta de coloragdo na por¢do mais externa
dos macroesclereides sugere a composi¢ao desigual da parede, que nesta regido apresenta
maior propor¢do de hemicelulose que nio reage com o azul de toluidina. Ao longo do
desenvolvimento observa-se que esta camada de macroesclereides sofre o espessamento

da parede dos estddios verde (Figura 2I) até estddio marrom (Figura 2J).

Esta diferenca de composi¢do e espessamento contribui para a ocorréncia e
fissuras nesta camada do tegumento (Figuras 2H e 2J. O fato de estas fissuras serem
observadas em sementes do estddio amarelo e estddio marrom sdo coerentes com a
hipétese de que uma combinacdo de fatores colabora para ocorréncia das fissuras. Dentre
estes fatores relaciona-se o aumento da dureza das estruturas internas das sementes
relacionadas 4 deposicdo de reservas, 4 dessecacdo da semente e o espessamento €
constituicdo diferenciada das células mais externas do tegumento da semente. Este
conjunto resulta provavelmente em um aumento da tensdo nestas células, que associado 4

perda de dgua, ocasiona as fissuras do tegumento.

E possivel observar que estas fissuras ocorrem de forma generalizada ao longo de
todo tegumento das sementes obtidas de vagens marrons (Figura 3A), com perda de
conjunto de esclereides, facilitando o aporte de 4dgua para germinacdo ou facilitar o
desenvolvimento de microrganismo oportunistas, o que contribui para a reducdo da

qualidade das sementes.

O tegumento apresenta uma segunda camada celular, composta por
osteosclereides (Figuras 2E e 2J). Semelhante & camada superior do tegumento, estes
osteoesclereides carecem de lignificacdo da parede, que de acordo com a coloracdo de
toluidina, indica uma maior propor¢do de pectinas dentre os demais componentes

estruturais de parede.
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Outras camadas de natureza parenquimdtica sdo observadas na por¢do interna do
tegumento (Figuras 2E e 2H). Estas camadas de parénquima podem passar a
eventualmente apresentar uma fun¢do estrutural onde as camadas celulares voltadas para
os cotilédones se encontram colapsadas que € obsevado com maior frequéncia a partir do
estddio amarelo. Novamente, concomitantemente com a perda de dgua das sementes e
deposicdo de reservas esta camada pode funcionar como uma camada com potencial para

aliviar eventuais impactos mecanicos a semente.

Corner (1976), descreveu extensa publicacdo sobre anatomia das sementes de
dicotiledoneas. Em soja, por exemplo, 4 medida que se avanca o estiddio de maturacdo da
semente, verifica-se progressiva lignificacdo das macroesclereides. Esse comportamento
pode ser verificado pela reagdo do azul de toluidina com a lignina, que cora de azul claro.
Sementes de soja com maior teor de lignina no tegumento possuem qualidade fisiolégica
superior aquelas com menor teor de lignina. Esse comportamento ocorre devido a
protecdo mecanica conferida por esse composto e, consequentemente, menor deterioragao

das sementes (Menezes et al., 2009).

O acumulo de compostos de reserva durante o desenvolvimento de algumas
sementes ocorre principalmente nos cotilédones (Borek et al., 2013) este comportamento
também pode ser observado para a sementes de lentilha ( Figura 3A). Em espécies
exalbuminosas é comum o amido constituir-se no principal composto de reserva, seguido
de proteinas e, em menor propor¢do, de lipidios (Nakamura e Oliveira, 2005), nesse
trabalho ndo foi possivel observar presenca de lipidios, devido a reagdo negativa com 0s

reagentes Sudan red e Sudan Black.
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Figura 3. Histoquimica da semente de lentilha. Testes de XP (proteina), vermelho de ruténio (carboidratos e

pectnas) e lugol (amido) para os estddios de desenvolvimento verde (V); verde/amarelo (VA); amarelo (A) e
marrom (M).

Os resultados dos testes histoquimicos evidenciam a localizagdo das reservas nos
cotilédones das sementes de lentilha (Figura 3A). Os testes de floroglucina para lignina e

sudan III e sudan black para lipideos foram negativos. Esses resultados confirmam a
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auséncia da lignificacdo das camadas celulares do tegumento, o que implica em uma
funcdo diferenciada deste tegumento para as sementes de lentilha, onde a resisténcia

mecanica passou a ter uma menor importancia.

Observa-se maior presenca de proteinas nas camadas de esclereides e o
parénquima mais periférico do tegumento no estadio verde (Figura 3B). Este conteido de
proteinas é menor nos estddios mais avancados de maturacdo da semente, como estiadio

marrom (Figura 3C).

Os corpos proteicos sdo evidentes e isolados e provavelmente menores nos dois
primeiros estddios de maturacdo (verde e verde-amarelo), enquanto nos dois ultimos
(amarelo e marrom) o citoplasma é mais denso e os corpos proteicos nao podem, mas ser

individualizados com a reac¢do de XP (Figura 3C)

Com o processo de desenvolvimento das sementes ocorre deposicdo de pectina
sobre a camada de macroesclereides do tegumento (Figura 3D e 3E) havendo uma fina
camada que apresentou reagao positiva com o vermelho de ruténio, indicando presenca de

substancias pécticas.

As pectinas sao polissacarideos ramificados, altamente hidratados e heterogéneos,
constituidos por 4cido galacturénico (Carpita e McCann, 2000). Tém papel fundamental
no transporte de fons, além de determinar a porosidade da parede e regular a adesdo
célula-célula por meio da lamela média, participando, ainda, da defesa celular, entre

outras fung¢des. (Carpita e McCann, 2000).

A presenca de pectinas nas camadas celulares do tegumento e das células de
parénquima de reserva do mesofilo dos cotilédones € evidenciada em todos os estddios de
desenvolvimento das sementes de lentilha (Figura 3D e 3E). A constituicdo diferenciada
da parede dos esclereides também pode ser observada quando a reagdo com vermelho de
ruténio, a camada mais externa da parede dos macroesclereides € menos corada no estadio

verde (Figura 3D) e é mais homogénea no estddio marrom ( Figura 3E).

A presenca de proteinas e a maior propor¢do de pectinas na constitui¢do da parede
destas células remetem 4 possibilidade de que estas células do tegumento mantenham-se

vivas por maior periodo de tempo se comparadas 4s sementes de outras espécies vegetais.
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Em Fabaceae, a principal resisténcia a entrada de dgua € conferida pela testa, pois,
com a ruptura desta camada, ocorre rdpida absor¢do de dgua, iniciando-se a germinagdao
(Montardo et al., 2000). As expansdes e contracdes, em decorréncia das variagdes da
temperatura ¢ da umidade relativa do ar, podem causar rupturas no tegumento das
sementes, por tratar-se de um tecido pouco eldstico (Marcos Filho, 2015). Esse fendmeno
pode ter contribuido para a formacdo das fissuras observadas nas sementes de vagem
marrom, uma vez que permaneceram expostas as condi¢des adversas do campo por um

periodo maior (Figura 2J).

As fissuras ocorrem quando as células da superficie da semente expandem-se,
exercendo uma compressao. Ou ainda, quando as células da regido interna contraem-se e
desenvolvem uma tensdo sobre a por¢do interna, a partir do gradiente de pressdo
decrescente na semente apds o periodo de rdpida secagem. O efeito da temperatura sobre a
ocorréncia de fissuras € indireto, pois influencia na mudanca da umidade relativa do ar e

pressdo de vapor e, consequentemente, no teor de 4gua das sementes (Kunze, 1979).

Mertz et al., (2009) trabalhando com diferencas estruturais de tegumento de soja,
observaram que rachaduras podem ocorrer devido a alta susceptibilidade do tegumento
das sementes a danos causados pelas flutuagdes na umidade, pois até mesmo nesse caso,
onde as sementes foram produzidas em casa de vegetacdo e colhidas manualmente, o
tegumento mostrou-se altamente fragil, com grande parte das sementes apresentando

rachaduras.

Durante o processo de maturagdo, a medida que ocorre o acimulo de matéria seca,
a 4gua € substituida pelas substancias de reserva que vado sendo sintetizadas pelas
sementes em desenvolvimento. As sementes de lentilha sdo ricas em proteinas (22-35%),
carboidratos complexos, amido (44-48%), fibra alimentar (12-15%), minerais essenciais

potassio, ferro, cdlcio, fosforo (Mirali et al., 2017).

O resultado do teste com o reagente de Lugol evidenciou a presenga de amido nas
sementes de todos os estddios de maturagdo (Figura 3F e 3G). Conforme Zeeman et al.
(2010), o amido pode ser acumulado transitoriamente em algumas células, em estadios de
desenvolvimento especificos. O amido presente nos estddios mais iniciais de matura¢do
provavelmente foi convertido em outros compostos, como agucares soluveis. O amido

transitério € utilizado como fonte principal de carbono na divisdo, expansdo e
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diferenciagdo de células (Jordy, 2004). E também utilizado como fonte de carbono para a
sintese de outros compostos de reserva como proteinas e lipidios, ou ainda como fonte de

energia para o metabolismo celular (Andriotis et al., 2010).

3.2. Caracterizacao Fisiologica

Para todas as varidveis houve interacdo entre estidios de maturacio e tempos de

armazenamento.

Os resultados referentes ao grau de umidade das sementes mostram um
decréscimo significativo com o avanco do desenvolvimento das sementes, com valores de
54%, 36%, 23% e 18 % referentes aos estddios de maturacdo verde, verde amarelo,

amarelo e marrom, respectivamente (Figura 4).

O alto teor de dgua na fase inicial de maturacdo € vital para a expansdo celular
(Bewley et al., 2013), além de ser importante por permitir a translocacdo de compostos,
tendo em vista que a transferéncia de metabdlitos da planta para as sementes € realizada
em meio liquido (Marcos - Filho, 2005). Aradjo et al. 2018 estudando & época de colheita
e armazenabilidade de sementes de Crotalaria juncea L. relatou valores diferentes no teor
de dgua, devido 4 ndo uniformidade da floragdo e maturagdo das vagens. Khatun et al.
(2009) observaram maior grau de umidade das sementes de lentilha obtidas de vagens
verdes em relacdo as de vagens marrons e secas. O monitoramento de grau de umidade
das sementes € importante para monitorar o entendimento do processo de maturagcao

(Marcos - Filho, 2005).

Concomitantemente ao decréscimo do grau de umidade durante a maturagdo,
houve aumento no contetido de massa seca das sementes até o estidio verde-amarelo
(Figura 5). Apesar dos maiores valores para os estadios amarelo e marrom, o contetido de
massa seca nestes estddios ndo diferiram significativamente entre si € foram superiores as
dos demais estddios. O menor conteudo de massa seca ocorreu nas sementes de vagens

verdes.

Observa-se ainda que, praticamente nao houve acréscimo significativo na massa
seca das sementes do estddio amarelo para o marrom, indicando ndo ter havido mais
translocacao de assimilados da planta para as sementes. Nestes estadios , verifica-se, pelos

19



valores do teor de dgua das sementes (23% e 18%, respectivamente), que as mesmas ja se
encontravam na fase final de maturacdo quando ocorre secagem. O maximo actimulo de
matéria seca € um indicativo de que as sementes atingiram a maturidade fisioldgica,
quando ndo h4 mais translocacdo de assimilados da planta para as sementes (Marcos -
Filho, 2015). A partir desse momento, as sementes de espécies ortodoxas, iniciam o

processo de secagem em campo até atingirem um teor de dgua compativel para a colheita.
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Figura 4. Grau de umidade das sementes de lentilha obtidas de vagens em diferentes estddios de maturag@o.

Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p>0,05).

20



1,0 -
% 0,8 A
g a a
3 b
£ 06 1
S
o C
()
I 04 A
‘@
©
e
@®
s 0,2
©
=
0,0 1 1 1 1
Verde Verde/amarelo Amarelo Marrom

Estadios de maturagao

Figura 5. : Massa seca de sementes de lentilha obtidas de vagens em diferentes estadios de maturagdo. Médias

seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p=0,05).

O comportamento para a germinagcdo das sementes, obtidos antes e apds o
periodo de armazenamento, encontra-se representados na Figura 6. Verifica-se que as
sementes de todos oscestddios de maturacdo ndo diferiram significativamente entre si aos
0, e 3 meses de armazenamento (Figura 6 ). Apenas aos 6 meses de armazenamento houve
diferenca na germina¢do com menores valores para sementes de vagens marrons e
maiores valores para as de vagens amarelas, sendo que as sementes de ambos os estiddios
ndo diferiram estatisticamente das sementes dos estadios verde e verde amarelo. Kanthun
et al. (2009) observaram menor germinacao para sementes de lentilha obtidas de vagens
verde amareladas quando comparadas com as de vagens marrons € secas, € atribuiram este
resultado a alta propor¢do de sementes imaturas € mal formadas (Kathun et al., 2009). No
presente trabalho, os dados evidenciam que mesmo nas sementes obtidas de vagens verdes
o embrido j4 apresentava capacidade de germinar, o que pode ser explicado pela estrutura

bem formada e por ja possuirem quantidades suficientes de reservas para serem
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mobilizadas durante a germinagao, o que foi possivel observar nas fotomicrografias de luz

antes do armazenamento (Figuras 3A).

Observa-se, contudo, que a germinacdo das sementes de todos os estddios foi
relativamente alta, acima de 80%, o que pode ser atribuido ao fato de que a secagem das
sementes foi feita no interior das vagens, conforme relato de alguns autores. Em soja
(Adams e Rinne, 1981; Morais et al., 2001a) e feijao caupi (Morais et al., 2001b), quando
a secagem das sementes foi realizada no interior da vagem a germinacao foi preservada, a
secagem da vagem em ambiente permite que as sementes em seu interior completem a
expansdo, mantém a atividade enzimdtica, algumas proteinas sdo modificadas e impde-se
o processo de maturacdo nas sementes imaturas. (Nakagawa et al., 2005). Comparando-se
os periodos de armazenamento (Figura 6), verifica-se que ndo houve diferenga na
germinacdo das sementes os diferentes estddios ao longo do armazenamento, exceto para

sementes de vagens marrons cuja germinagao caiu aos 6 meses de armazenamento.

Embora, as sementes obtidas de vagens verdes mantivessem a capacidade de

germinar, o vigor nao foi inferior se comparado as sementes obtidas de vagens amarelas.
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Figura 6: Germinacdo (%) de sementes de lentilha obtidas de vagens em diferentes estddios de maturagdo
durante o armazenamento por 0, 3 e 6 meses. . Médias com letras iguais nao diferem pelo teste de Tukey (p <

0,05) e comparam estddios de maturacdo em cada periodo de armazenamento.Erros-padrdo comparam periodos

de armazenamento dentro de cada estddio de maturag@o.

O vigor determinado através do indice de velocidade de germinacdo (IVG) foi
maior para sementes obtidas de vagens amarelas no inicio do armazenamento (época 0)
(Figura 7). Aos 3 meses de armazenamento ndo se verificou diferenga significativa para o
IVG ao longo do desenvolvimento. Aos 6 meses de armazenamento houve uma reducao
do IVG para todos os estddios de maturagcdo. Resultado semelhante foi observado em
sementes de feijao ao longo do armazenamento, diminui¢do do vigor manifestou-se pela

reducdo na velocidade de germinacdo das sementes (Santos et. al., 2005).
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Figura 7: Indice de velocidade de germinacio de sementes de lentilha colhidas em diferentes estidios de
maturacdo, durante o o armazenamento por 0, 3 e 6 meses. Médias com letras iguais ndo diferem pelo teste de
Tukey (p < 0,05) e comparam estddios de maturagio em cada periodo de armazenamento. Erros-padrido

comparam periodos de armazenamento dentro de cada estddio de maturagao.

A emergéncia de plantulas (Figura 8) foi maior para sementes obtidas de
vagens amarelas em todos os periodos de armazenamento, ndo diferindo daquelas de
vagens verde amarelas aos 0 e 3 meses de armazenamento Em geral, os menores valores
de emergéncia ocorreram para sementes de vagens marrons aos 3 meses de
armazenamento nao diferindo estatisticamente das sementes de vagens verdes no mesmo
periodo (3 meses). Assim, embora sementes dos diferentes estddios de maturagdo ndo

tenham diferido quanto a germinagdo aos 0 e 3 meses de armazenamento (Figura 6), ao se
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avaliar a emergéncia de plantulas foi possivel constatar maior vigor para as sementes de

vagens amarelas em todos os periodos de armazenamento.

Ao se comparar os periodos de armazenamento (Figura 8), verifica-se que
praticamente ndo houve diferenca significativa nos valores de emergéncia de plantulas
obtidos aos 0, 3 e 6 meses para todos os estidios de maturacdo. J4 pelo teste de
germinacdo, pode-se constatar menores valores para sementes de vagens marrons aos 6
meses de armazenamento. Esta diferenca entre os resultados de germinagdo em
laboratério e emergéncia de plantulas em substrato pode ser explicada pela maior

ocorréncia de microrganismos durante a germinagao das sementes no periodo de 6 meses.
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Figura 8: Emergéncia de plantulas de sementes de lentilha, colhidas em diferentes estddios de maturagao,

durante o armazenamento por 0, 3 e 6 meses
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A proporc¢do de lixiviados de constituintes celulares estd inversamente relacionada
ao vigor e germinagdo, e reflete a perda de integridade das membranas celulares e
favorece o crescimento de microrganismos, € consequentemente, acelera a deterioragdao

das sementes (Binotti et al., 2008).

Aos 0 e 3 meses de armazenamento, menor condutividade elétrica, ou seja, maior
vigor foi observado em sementes obtidas de vagens amarelas quando comparadas as de
vagens marrons (Figura 9). Aos 6 meses, sementes de maior vigor foram obtidas de

vagens amarelas quando comparadas aos dos demais estddios de maturacao.

A condutividade elétrica das sementes de todos os estddios de maturacio
aumentou significativamente aos 6 meses de armazenamento, indicando redu¢do no vigor
(Figura 9), exceto para sementes de vagens amarelas. Nestas, ndo houve diferenca no

vigor das sementes ao longo do armazenamento.

Em geral, os maiores valores de condutividade foram observados nas sementes de
vagens marrons que pode ser atribuido ao processo fisico de secagem que ocasionou perda
de 4gua ocasionada pela maior permanéncia das sementes no campo. Uma das primeiras
manifestacoes da deterioracdo € a desorganizacdo do sistema de membranas (Delouche e
Baskin, 1973). Assim, nas sementes obtidas de vagens marrons os maiores valores de
condutividade e menor vigor podem ser atribuidos a uma maior desestrutura¢do das

membranas celulares levando a uma maior lixiviagdo de exsudados durante a embebigao.

Além disto, conforme a (Figura 2H e J), é possivel verificar com frequéncia
fissuras ao longo do tegumento das sementes obtidas de vagens marrons, provavelmente
consequéncia de expansdes e contracoes em decorréncia das variacOes de temperatura e
umidade relativa do ar ao final do processo de maturacdo. Estas variagcdes podem causar
rupturas no tegumento das sementes que ficam expostas as condi¢cOes adversas do campo
por um periodo maior de tempo (Marcos-Filho, 2005). Assim, tais fissuras também
contribuiram para que ocorresse maior lixiviacdo de eletrdlitos e, consequentemente,

maiores valores de condutividade nas sementes obtidas de vagens marrons.

Em soja, com o atraso na colheita das sementes houve aumento da condutividade
elétrica indicando menor vigor (Diniz et al., 2013). Segundo Salinas et al. (1998),

alteracoes na integridade das membranas citoplasmdticas ocorrem com consequente
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aumento na lixiviagdo de solutos em sementes de soja armazenadas por seis meses. Em
sementes de feijdo, Lin (1990) verificou decréscimo no vigor e na germinagdo diretamente
associado ao aumento da lixiviagdo eletrolitica de solutos celulares das sementes,

sugerindo uma relacdo estreita entre deterioracdo das membranas e reducdo do vigor e

germinagao.
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Figura 9: Condutividade elétrica de sementes de lentilha colhidas em diferentes estddios de maturacéo, durante
o armazenamento por 0, 3 e 6 meses. Médias com letras iguais ndo diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05) e
comparam estddios de maturagdo em cada periodo de armazenamento. Erros-padrdo comparam periodos de

armazenamento dentro de cada estddio de maturacao.

Com base no teste de envelhecimento acelerado, no qual as sementes sio

submetidas ao estresse por alta umidade relativa e alta temperatura, observa-se antes do
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armazenamento (época 0), maior vigor para sementes do estddio amarelo e menor vigor
para sementes do estddio marrom. Estes resultados concordam com o que foi observado
nos testes de emergéncia de plantulas (Figura 8) e condutividade elétrica (Figura 9). Aos 3
meses de armazenamento, sementes de vagens amarelas também tiveram desempenho
superior, exibindo maior vigor do que as de vagens verde amarelas. J4 aos 6 meses,
sementes do estddio amarelo foram superiores as de todos os demais estddios. Portanto, de
modo geral, pode-se afirmar que maior vigor foi observado para sementes de vagens

amarelas durante todo o periodo de armazenamento.

Ao se comparar os periodos de armazenamento (Figura 10), sementes verdes
tiveram maior vigor no tempo 0 com redugdo aos 3 e 6 meses, periodos estes que nao
diferiram entre si. Nas sementes de vagens verde amarelas e de vagens marrons, nio
houve diferenga significativa no vigor aos 0 e 3 meses, redu¢do aos 6 meses. J4 nas
sementes de vagens amarelas, que conforme comentado acima foram mais vigorosas que

as dos demais estadios, nao diferiram quanto ao vigor ao longo do armazenamento.

Analisando os resultados dos testes de avaliagao da qualidade fisiolégica, verifica-
se que mesmo nao ocorrendo diferencga significativa na germinagdo, em geral, o vigor foi
maior nas sementes obtidas de vagens amarelas se comparando com as de vagens verdes e
marrons. Resultados semelhantes foram obtidos por Khatun et al. (2009), onde sementes
de lentilha colhidas no estddio em que as vagens apresentavam-se amarelas com manchas
marrom claro tiveram maior vigor do que sementes obtidas de vagens secas e com
coloracdo externa marrom. Observa-se ainda que com o armazenamento por 6 meses
houve reducdo da qualidade das sementes, principalmente das sementes de vagens

marrons.
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Figura 10: Envelhecimento acelerado de sementes de lentilha, colhidas em diferentes estddios de maturagdo,
durante o armazenamento por 0, 3 e 6 meses. . Médias com letras iguais ndo diferem pelo teste de Tukey (p <
0,05) e comparam estadios de maturacdo em cada periodo de armazenamento. Erros-padrdo comparam periodos

de armazenamento dentro de cada estddio de maturag@o.

3.3. Caracterizaciao Bioquimica

As enzimas do sistema antioxidante sdo sintetizadas durante o desenvolvimento
das sementes, tendo fung¢do importante na prote¢do contra espécies reativas de Oz que
aumentam com a deterioragdo. A SOD age contra o estresse oxidativo atuando na
dismutacio do O, transformando-o em H;O» + O, E encontrada em diferentes
compartimentos celulares, como nas mitocOondrias, nos peroxissomos, no citossol e,
possivelmente, no espaco extracelular (Alscher et al, 2002). Nao houve diferenca
significativa na atividade da SOD nas sementes dos diferentes estadios de maturagcdo antes
do armazenamento (Figura 11). Silva (2006) observou que a atividade da SOD em
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sementes de soja foi intensa durante todos os estddios de maturagdo avaliados; neste caso,
provavelmente, deve ter ocorrido a formacdo de radicais livres nas sementes imaturas

durante a secagem, ativando a SOD como mecanismo de reparo celular.

Apds armazenamento por 6 meses, foi observado aumento da atividade dessa
enzima, sendo maior nas sementes obtidas de vagens verdes e marrons, indicando que sua
acdo de defesa, para reducdo de superéxido (O2) e consequente reducdo da formagao de
radicais livres, foi mais demandada nesses estddios de maturacdo. Sementes obtidas de
vagens verdes se encontram em formacao, atividade metabdlica alta e nos demais estadios
j& houve a secagem como observado em sementes obtidas de vagens marrons, sendo
assim, menor atividade metabdlica devido 4 secagem. O aumento da atividade da enzima

no inicio estd ligado 4 formacdo e o aumento no final devido 4 perda de &gua.
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Figura 11: Atividade da enzima superdxido dismutase e sementes de lentilha, colhidas em diferentes estadios de
maturacdo, durante o armazenamento por 0, 3 e 6 meses.. . Médias com letras iguais ndo diferem pelo teste de
Tukey (p < 0,05) e comparam estaddios de maturacdo em cada periodo de armazenamento. Erros-padrio

comparam periodos de armazenamento dentro de cada estadio de maturacao.
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J4 para a atividade da catalase (CAT), ndo houve diferenca significativa entre as
sementes dos estddios verde, verde amarelo e amarelo, apresentando valores superiores
aos obtidos para sementes de vagens marrons em todos os periodos armazenamento
(Figura 12). A menor atividade da CAT nestas sementes indica maior peroxidacdo de
lipidios e, consequentemente, menor vigor, o que pode ser comprovado, de modo geral,
pelos resultados dos testes de condutividade elétrica (Figura 9) e de envelhecimento

acelerado (Figura 10).

O decréscimo na atividade da CAT pode ser atribuido a inativagdo progressiva ou
reducdo e paralisacdo de sua sintese (Marcos-Filho, 2015), o que resulta na queda na
atividade dessa enzima ao final do periodo de armazenamento, refletindo na reducdo da
germinacdo e vigor das sementes. A atividade da CAT (Figura 12) reduziu aos 6 meses de
armazenamento para sementes obtidas de vagens verde/amarela A catalase, por ser uma
enzima envolvida no processo de remo¢do do peréxido de hidrogénio, exerce controle
desses peroxidos enddgenos por meio do ciclo 6xido-redugdo (Fridovich, 1986). Sendo
assim, a reducdo na atividade dessa enzima poderd afetar a prevencao de danos oxidativos,

ocasionados principalmente pela acdo do peréxido de hidrogénio (H20>).

Reducdo na atividade da CAT associada ao decréscimo na viabilidade foi
constatada em sementes de girassol (Bailly et al., 1996), amendoim (Sung, 1996) e soja

(Sung e Chiu, 1995).

A peroxidase encontra-se amplamente distribuida nos compartimentos celulares,
sendo associada as paredes e membranas celulares, organelas, vacuolos e ao citosol,
desempenhando importante papel no metabolismo das sementes, contribuindo para o
aumento dos mecanismos de defesa e prevencdo de perda da qualidade (Ushimaru et al.,

2001).

A atividade da enzima peroxidase (POX) foi maior nas sementes obtidas de
vagens verdes e amarelas quando comparada as dos demais estadios no periodo O de
armazenamento. Aos 3 meses de armazenamento, maior atividade para sementes obtidas

de vagens amarelas (Figura 13). Aos seis meses de armazenamento, menor atividade da
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POX ocorreu em sementes de vagens marrons em relagcdo as dos demais estddios de

maturacdo no mesmo periodo (Figura 13).

Com relacdo aos periodos de armazenamento, nio houve diferenca significativa
na atividade da POX aos 0 e 3 meses nas sementes de todos os estddios de maturagdo. Aos
6 meses, ja se verificou reducdo na atividade desta enzima nas sementes de vagens verdes,
verde amarelas e amarelas. Apenas para sementes de vagens marrons nao houve diferenca
significativa na atividade da POX ao longo do armazenamento. Contudo, estas sementes
apresentaram menor atividade da POX em comparagdo com as sementes de vagens
amarelas. Estes resultados confirmam o menor vigor das sementes de vagens marrons que

pode ser relacionado a menor atividade de enzimas antioxidantes (Figuras 12 e 13).
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Figura 12: Atividade da enzima catalase em sementes de lentilha colhidas em diferentes estddios de maturagao,

durante o armazenamento por 0, 3 e 6 meses. Médias com letras iguais ndo diferem pelo teste de Tukey (p <
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0,05) e comparam estadios de maturacido em cada periodo de armazenamento. Erros-padrdo comparam periodos

de armazenamento dentro de cada estddio de maturag@o.
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Figura 13: Atividade da enzima peroxidase em sementes de lentilha, colhidas em diferentes estddios de
maturacdo, , durante o armazenamento por 0, 3 e 6 meses. . Médias com letras iguais ndo diferem pelo teste de
Tukey (p < 0,05) e comparam estidios de maturagdo em cada periodo de armazenamento. Erros-padrido

comparam periodos de armazenamento dentro de cada estddio de maturacao.

4. CONCLUSAO

A deposicdo de reservas de proteinas e amido ocorre no estddio verde se

estabilizando a partir do estadio amarelo.

Houve ocorréncia de fissuras no tegumento das sementes obtidas de vagens

amarelas, intensificando-se no estadio marrom.
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Nao houve diferenca significativa na germinagdo das sementes de lentilha obtidas
de vagens em diferentes estidios de maturacdo; para sementes de vagens marrons o

armazenamento aos 6 meses reduziu a germinacao.

Sementes obtidas de vagens amarelas tiveram maior vigor em relacdo as de

vagens verdes e marrons;

Houve maior atividade das enzimas antioxidantes CAT e POX em sementes
obtidas de vagens amarelas quando comparadas as de vagens marrons; com aumento do

tempo de armazenamento (6 meses) hd reducdo da atividade dessa enzima;
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