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RESUMO

Alto teor de dgua, maturagdo incompleta, e suscetibilidade ao ataque de fungos estdo entre os
fatores que dificultam o armazenamento de sementes recalcitrantes. Diversos trabalhos vém
investigando formas de viabilizar a conservacdo dessas sementes. A perspectiva de seu
armazenamento esta baseada na reducdo de seu metabolismo. Um trabalho recente
demonstrou que a incubacgao destas sob altos teores de CO, reduziu sua atividade respiratoria,
evidenciada pelo menor consumo de O, e menor liberagao de CO,. Entretanto, ndo foi
documentado se tal reducdo deveria ser atribuida a maior concentragao de CO,, ou a menor
disponibilidade de O,, o que poderia interferir no acimulo de reservas energéticas. O objetivo
deste trabalho foi desenvolver um método padronizavel para a geracdo de atmosferas
modificadas, cujas concentragdes de O, e CO, fossem controladas e seus efeitos em sementes
recalcitrantes avaliados através do conteido de carboidratos endogenos. Para o
desenvolvimento da técnica, o CO, foi obtido da reacdo entre o acido acético ¢ bicarbonato
de sodio, € o N, de um liquefator de gases. Os materiais utilizados foram embrides de inga
(Inga vera Wild.), utilizados para testar o método desenvolvido, e sementes de pitanga
(Eugenia uniflora L.), utilizadas para aprofundar os conhecimentos acerca do método e
submetidas a andlises bioquimicas de carboidratos. Apds a triagem, as sementes foram
armazenadas em camara BOD, a 7 °C, até serem utilizadas na etapa experimental deste
trabalho. O desenho experimental fez uso de duas diferentes temperaturas (5 °C e 25 °C), e
trés misturas de gases: o controle, com parametros semelhantes aos da atmosfera terrestre;
uma mistura na qual o O, foi reduzido através da adicdo de N,; e uma na qual o O, foi
reduzido pela adicdo de N, e CO,. Quinze embrides de ingd foram utilizados em cada
repeticdo dos experimentos; também vinte sementes de pitanga por repeticao. As sementes
foram colocadas nos frascos onde foram geradas as atmosferas utilizando as técnicas vacuo
compensado e gés insuflado. Os parametros de gases foram aferidos no aparelho analisador
de gases (Illinois 6600), entdo os frascos foram vedados com plastico Parafilm antes de serem
incubados pelos periodos de 1 dia, a 25 °C ou 5 dias, a 5 °C, nos experimentos com inga; e 2
dias, a 25 °C ou 10 dias, a 5 °C, nos experimentos com pitanga. Posteriormente, sementes de
E. uniflora foram congeladas para analises bioquimicas e as demais sementes de ambas as
espécies foram conduzidos para testes de germinacdo. A técnica de vacuo compensado foi
eficiente na geracdo de atmosferas modificadas padronizaveis. A atividade respiratoria foi
reduzida em ambas as espécies, principalmente nos tratamentos sob baixas temperaturas (5
°C). A respiracao foi menor nos tratamentos cujo percentual de dioxido de carbono foi maior.
As andlises bioquimicas mostraram que houve menor consumo dos carboidratos em sementes
sob maiores niveis de CO,. Portanto, o método de vacuo compensado mostrou-se eficiente na
geracdo de atmosferas modificadas, reduzindo a atividade respiratéria das sementes, o que foi
atribuido ao dioxido de carbono e pode ser observado pelas concentragdes de carboidratos, o
que contribui com o conhecimento sobre sementes recalcitrantes e seu armazenamento.

Palavras-chave: conservacao de sementes, metabolismo de sementes, respiracao.



ABSTRACT

High water level, incomplete maturation and vulnerability to microorganism attack are some
of the reasons why recalcitrant seed storage is difficult. Several works have been developing
techniques to improve recalcitrant seed storage. Perspective on recalcitrant seeds storage is
based on reducing their metabolism. A recent work demonstrated that incubating recalcitrant
seeds under high CO, levels reduces their respiratory rates, as shown by both lower O,
consumption and CO, release. Literature does not attest whether downtake on metabolic rates
are related to oxygen lower levels or carbon dioxide higher levels, which indicates they are
directly related to metabolic reserves levels. This work aimed at developing a modified
atmosphere method that allows changes on O, and CO, levels, and analyze its role on
carbohydrates consumption by recalcitrant seeds. To develop the method, CO, was obtained
from the reaction between acetic acid and sodium bicarbonate; and N,, from a gas liquefier.
The seeds used in this work came from two different species: inga (Inga vera Wild.), used to
corroborate the method efficiency, and pitanga (Eugenia uniflora L.), used to contribute on
methods precision and submitted to biochemical analysis to verify carbohydrates rates. Past
collection, the seeds were placed in a BOD chamber set at a temperature of 7 °C, until they
were used in experiments. Two different temperatures were chosen: 5 °C and 25 °C, over
three different gas mixes: the first one with earth atmosphere patterns; one of them with
lower O, levels added with N, gas; and the last one with lower O, added with N, and CO,.
Fifteen ingd embryos were used in each glass jar; as well as twenty pitanga seeds for each
glass jar. These seeds were placed inside the jars and the modified atmosphere was generated
inside the jars using both techniques (offset vacuum and gas flushing). The O, and CO, levels
were estimated by a gas-analyser (Illinois 6600). Glass jar lids were sealed with Parafilm
plastic tape right before being placed into BOD chambers over 1 day at 25 °C or 5 days at 5
°C for ingd, and 2 days at 25 °C or 10 days at 5 °C for pitanga. After a second gas measure,
samples of pitanga seeds were collected, frozen and led to biochemical analysis, and seeds of
both species were taken to germination tests. The offset vacuum technique proved to be way
more efficient on standardizable modified atmosphere generation. Respiratory rates were
reduced in both species, primarily on treatments of seeds incubated under lower temperature
(5 °C). In addition, the respiratory performance was even lower in seeds incubated under
higher CO, levels. Biochemical analysis emphasized lower carbohydrate consumption in
seeds under lower temperatures.Therefore, offset vacuum technique was more efficient on
modified atmosphere generation, shown by reducing the respiratory activity in ingad embryos
and pitanga seeds, assigning this role to CO, levels and also measured by different
consumption taxes on carbohydrate levels, what contributes on recalcitrant seeds knowledge
by improving their storage.

Keywords: seeds conservation, seeds metabolism, respiration.
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APRESENTACAO DA DISSERTACAO

Esta dissertagdo foi dividida em trés partes:

A primeira parte apresenta a introdugdo geral, os objetivos gerais e especificos.

O Capitulo I traz a descri¢ao detalhada de um método para a geracdo de Atmosferas
Modificadas, além da aplicagdo de tal protocolo no controle do metabolismo respiratorio de
embrides de Inga vera, sob o titulo “Atmosphere modification system for respiration analysis

of recalcitrant seeds during storage”, publicado na Revista Journal of Seed Science.

O Capitulo II conta com o titulo “Contetido de agucares soluveis em sementes de Eugenia
uniflora L. dependem da temperatura e variagdes de oxigénio e didxido de carbono”, cujo
objetivo foi reduzir o metabolismo respiratorio de sementes de Eugenia uniflora utilizando o
método descrito no Capitulo I, além de associar a atividade respiratoria das sementes ao

consumo de reservas de carboidratos presentes nas mesmas.
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1. INTRODUCAO GERAL

O historico da relagdo entre sementes e seres humanos vem se estreitando através dos
séculos, desde o desenvolvimento da atividade agricola, com a qual aprendemos, entre outras
coisas, as melhores maneiras de plantar, colher e armazenar as sementes de forma a otimizar
a produtividade e as colheitas de espécies de interesse. Varios trabalhos cientificos alinham
descobertas no intuito de melhor compreender a fisiologia das sementes e seus eventos
associados, a fim de aprofundar o conhecimento, melhorando o volume produzido nas safras,
reduzindo o ataque de pragas, melhorando a conservagao dessas espécies, entre outros fatores
relacionados (Labouriau, 1990).

A estrutura das sementes, em geral, ¢ baseada em 6vulos fecundados, tecidos de protecao
e tecidos de reserva (Silva e Paoli, 2006). Elas sdo um importante ganho evolutivo de grupos
derivados de plantas, chamadas de faner6gamas, tendo a funcdo andloga aos esporos de
bridfitas e samambaias, porém sendo bem menos dependentes da dgua para sua dispersdo
(Linkies et al., 2010). As sementes quase sempre contam com reservas nutricionais anexas
aos seus embrides, o que lhes confere certo suprimento de reserva energética, entre sua
dispersdo e o momento em que as plantulas geradas a partir delas passam a ser
energeticamente auto-suficientes através da fotossintese (Castro et al., 2004).

As primeiras sementes suscetiveis a dessecacdo foram descritas por Kidd (1914, apud
Barbedo, 2018), mas foi apenas em 1973, em um trabalho de Roberts, que as sementes foram
separadas em dois grandes grupos: ortodoxas, como feijdo, soja, arroz, milho, que sdo
dispersas com baixos percentuais de dgua e tolerando dessecacdo, o que possibilita a estas
sementes serem armazenadas por longos periodos, através de processos como congelamento
ou secagem (Bewley e Black, 1994); e recalcitrantes, como abacate, pitanga, inga, cacau,
manga, que sao dispersas com altos percentuais de agua, ndo podendo serem secas e
congeladas, o que impede longa manutengdo de viabilidade (Barbedo e Marcos-Filho, 1998).

Alguns autores optam por distinguir as sementes ortodoxas e recalcitrantes como sementes
tolerantes e ndo-tolerantes a dessecacdo, respectivamente; visto que, segundo algumas
interpretagdes, as defini¢des de ortodoxa e recalcitrante podem estar invertidas. O termo
“ortodoxa” vem do grego orthos e significa “verdadeiro” ou “tradicional”, enquanto
recalcitrante, do latim recalcitrants, faz meng¢do aquilo que resiste ou que foge a norma,
segundo o diciondrio. Assim, sementes ortodoxas seriam aquelas que obedecem a norma,
enquanto as recalcitrantes fogem a regra. Todavia, ha discordancia sobre o emprego de tais

termos, afinal, a vida sempre esteve associada a agua (Bruni, 1994), sendo assim, as sementes
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que fogem a regra seriam justamente as ortodoxas, que sobrevivem mesmo com baixissimos
percentuais hidricos em seus tecidos.

Diversos trabalhos propuseram classificagdes entre sementes ortodoxas, recalcitrantes e
intermedidrias, com base em aspectos como a tolerdncia a dessecagdo, por exemplo. Um
desses trabalhos foi o de Farrant ef al. (1988), no qual foram apresentadas as categorias
altamente, moderadamente e minimamente recalcitrantes. Como dito, a classifica¢dao entre
ortodoxas e recalcitrantes ndo € necessariamente um consenso académico, embora seja
amplamente utilizada na definicdo e diferenciacdo conceitual da fisiologia de sementes, uma
vez que ha sementes que ndo se enquadram de forma estrita em tais categorias. Por exemplo,
sementes classicamente enquadradas como ortodoxas, nos estadios mais iniciais de seu
desenvolvimento, apresentam altos percentuais de agua, e nessa fase de seu desenvolvimento
podem ter comportamento de recalcitrante, com intensa atividade metabolica (Schwallier et
al., 2011). Algumas espécies, além disso, podem ser classificadas como intermediarias,
categoria sugerida na década de 80, caracterizada por contemplar ambas as classificagdes, ou
fugir delas. A classificacdo bindria entre ortodoxa e recalcitrante torna-se bastante discutivel
na década de 90, abrindo possibilidade para classificagdes bem menos engessadas com
espécies classificadas como mais ou menos recalcitrantes e ortodoxas, em um amplo
gradiente (Berjak et al., 1990; Ballesteros et al., 2021).

O desenvolvimento histofisiolégico das sementes ortodoxas ¢ dividido em trés etapas.
Somente a terceira corresponde a desidratagdo que, culminando na redugdo gradual do
metabolismo, torna o embrido metabolicamente inativo ou quiescente (Kermode et al., 1989),
passando a tolerar secagens que levam os teores de 4gua a niveis muitas vezes proximos a 5%
(Ellis et al., 1990). Durante a produgdo dessas sementes, a fase de desidratacdo natural deve
coincidir com a seca do clima e/ou com a suspensao da irrigagdo, o que mitiga os danos as
sementes (Toledo e Marcos-Filho, 1977; Fonseca e Freire, 2003). Essa fase pode ser
compreendida como uma adaptacdo estratégica para tornar as sementes aptas a sobreviverem
apo6s o armazenamento, além de otimizar a disseminacdo das espécies e fornecer a
estassementes tolerancia as mais diversas condigdes ambientais (Leopold, 1990, apud
Guimaraes, 2000; Fonseca e Freire, 2003).

O desenvolvimento das sementes recalcitrantes difere do das ortodoxas, por nao
apresentar a fase de desidratacdo (Farrant et al., 1988), ou seja, antes da dispersdo ocorre a
diminui¢do do teor de agua das sementes, ndo sendo entretanto, significativa quando
comparada a fase de desidratagdao das sementes ortodoxas (Kikuti, 2000). Além disso, a perda

de viabilidade das sementes recalcitrantes, em funcao da dessecagdo, ocorre apos a formacgao
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de superoxidos e peroxidos de hidrogénio, que causam a destruicdo de lipidios de
membranas, liberando ions, devido a perda da compartimentalizagdo celular (Pukacka e
Ratajczak, 2006). Outra concepcao acerca do desenvolvimento de sementes diz que sementes
recalcitrantes se desprendem da planta-mae em um estddio de maturagdo menos avangado
que as ortodoxas, € quanto mais imaturas no momento da dispersdo, maior € o seu grau de
recalcitrancia (Barbedo, 2018).

Um aspecto importante sobre o desenvolvimento das sementes € a assincronia entre o
estadio de maturagdo de frutos e suas sementes, como pode ser observado em frutos maduros
de pau-brasil (Paubrasilia echinata Lam. — Gagnon, H.C.Lima e G.P.Lewis). Essa espécie
de sementes ortodoxas que, embora os frutos apresentem deiscéncia, quando maduros,
dispersam sementes que ainda nao concluiram seu desenvolvimento (Lamarca et al., 2013).

A literatura indica que a dificuldade de armazenamento e conservacdo das sementes
recalcitrantes estd associada a incapacidade do controle do seu intenso metabolismo
(Leprince et al., 1999). Além disso, devido ao aporte de reservas energéticas, baixa eficiéncia
da a¢do dos agentes antioxidantes e a quantidade de agua, as sementes ficam vulneraveis a
acdo de agentes microbioldgicos, especialmente fungos, muitos desses associados as
sementes desde o inicio de seu desenvolvimento (Goldbach, 1979).

Uma das primeiras classificacdes para a viabilidade de sementes visava a longevidade
como parametro. A longevidade pode ser interpretada como o intervalo de tempo em que as
sementes se mantém viaveis € podem germinar, se colocadas em condigdes adequadas,
segundo Fonseca e Freire (2003). Em 1908, Ewart (apud Hong e Ellis, 1996) classificou as
sementes entre microbidtica, quando sua longevidade ¢ inferior a 3 anos; mesobiotica,
quando sua longevidade oscila entre 3 e 15 anos; e macrobidtica, quando sua longevidade ¢
superior a 15 anos. Nos dias atuais, a separa¢ao entre sementes ortodoxas, intermediarias e
recalcitrantes ainda que sigam alguns critérios rigorosos culminam em diferentes
classificagdes nas quais as sementes podem ser enquadradas, resultando em um gradiente de
classificagcdo (Berjak et al., 1990; Ballesteros et al., 2021). A velocidade da deterioragdo pode
ser controlada dependendo da longevidade, da qualidade inicial das sementes e das condi¢des
ambientais. Sendo a longevidade uma caracteristica genética inata a espécie, somente a
qualidade inicial das sementes e as condigdes ambientais de armazenamento podem ser
manipuladas (Toledo e Marcos-Filho, 1977; Carvalho e Nakagawa, 2012).

Segundo Bass (1979), as sementes, sejam essas ortodoxas, recalcitrantes ou
intermediarias, com elevado percentual de dgua sdo suscetiveis ao congelamento, pois isso

leva a formagdo de cristais de gelo e expansdo da 4dgua congelada, o que rompe estruturas,
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como a membrana celular (Fujikawa, 1980). Além da temperatura, a proliferacdo de agentes
microbioldgicos também interfere na conservagao de sementes.

A respiracdo também ¢ um aspecto importante na conservacao de sementes, de acordo
com King e Roberts (1979), pois o aporte de oxigénio € essencial as sementes armazenadas
com altos teores de agua, como as recalcitrantes, ja que esta diretamente associado ao
processo de geracdo de energia, através da respiracdo celular. Além disso, os indices
respiratorios devem ser mantidos minimos para manter baixo o consumo de reservas
energéticas e/ou oxidagdo degenerativa (Fowler, 2000). J4 em sementes ortodoxas, a reducao
da atividade respiratoria pode ser realizada livremente através de processos de secagem que,
entre outras coisas, reduz o metabolismo das sementes e dos organismos que podem vir a
ataca-las (Silva et al. 2018; Stavrinides et al. 2019). Para possibilitar a atividade respiratoria
das sementes recalcitrantes, embalagens permedveis devem ser consideradas para o
armazenamento, ja que favorecem as trocas gasosas com o ambiente, além da entrada e saida
de dgua (Marco-Filho, 2004).

A primeira atividade metabolica em sementes, concomitante a reidratagdo, € a respiracao
(Bewley e Black, 1994), que ¢ diretamente influenciada pela permeabilidade das membranas
(Popinigis, 1985). A perda da organizacdo de membranas e o consequente descontrole da
permeabilidade estdo entre os primeiros eventos do processo degenerativo das sementes e
apresentam fortissima relagdo com a atividade respiratoria, com as mudangas na atividade de
enzimas, com a reducdo de tecidos de reserva, com a queda na velocidade e na capacidade de
germinagdo e com o desenvolvimento de plantulas anormais (Delouche e Baskin, 1973). A
deterioragdo ¢ um processo complexo e progressivo que envolve mudangas de natureza
metabolica, bioquimica, citologica, genética e fisiologica. A atividade metabdlica tende a ser
acelerada principalmente quando o teor de 4gua das sementes e as temperaturas do ambiente
estdo elevadas, aumentando as taxas respiratérias, € consequentemente, o consumo das
reservas (Carvalho e Nakagawa, 2012).

A respiragdo celular esta diretamente relacionada ao consumo de reservas de carboidratos
e pode ser influenciada por fatores ambientais, como citado por Hellmann et al. (2008) no
qual sementes de pau-brasil (P. echinata Lam. — Gagnon, H.C.Lima e G.P.Lewis), expostas
a diferentes temperaturas durante o armazenamento, apresentaram variacdo no consumo de
reservas energéticas. No inicio da germinagdo, as sementes fazem uso de agucares livres
presentes no embrido e, assim que essas reservas se esgotam, as reservas de carboidratos
complexos, como o amido presentes em tecidos de reserva, sio mobilizados para dar

continuidade no aporte energético exigido pelo processo germinativo, até o estabelecimento
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da plantula (Carvalho e Nakagawa, 2012). Tal correlacdo também pode ser observada no
trabalho de Buckeridge et al. (1992), que demonstra, a partir da analise de sementes de
copaiba (Copaifera langsdorffii Desf.), que a concentracdo de acucares livres durante a
germinagdo tende a diminuir.

Sabe-se que técnicas ndo convencionais que reduzem a atividade respiratéria sao
potenciais ferramentas para a conservacao de sementes recalcitrantes, Uma dessas técnicas ¢
o uso de atmosferas modificadas, que consiste em armazenar sementes em embalagens
vedadas, nas quais a concentracdo dos gases ¢ alterada. De acordo com Steffens et al., (2007),
a reducdo da pressao parcial do O, e/ou o aumento da pressao parcial do CO, diminui a
atividade respiratdria de tecidos vegetais, reduzindo o consumo das reservas energéticas de
sementes durante o armazenamento, mantendo sua viabilidade e vigor (Brackmann et al.,
2002).

Viérios trabalhos vém sendo desenvolvidos a fim de compreender mais a fundo os
processos fisioldgicos das sementes recalcitrantes com o uso de técnicas ndo convencionais
de conservacao.

Embora a temperatura possa estar diretamente associada aos danos causados as sementes
com altos percentuais de dgua, quando utilizada de forma adequada, as baixas temperaturas
podem ser aliadas no aumento da viabilidade de sementes recalcitrantes (Popinigis, 1985),
por exemplo, através da redu¢do do desenvolvimento de microrganismos, como fungos.
Porém, esta pratica ndo contempla as sementes de todas as espécies (King e Roberts, 1979).
Sabe-se que armazenar as sementes recalcitrantes em condigdes de baixas temperaturas, sem
congela-las, prolonga sua viabilidade, que passa de algumas semanas para varios meses,
como observado por Maluf et al. (2003), visto que baixas temperaturas limitaram a acao de
enzimas associadas ao metabolismo, como dito por Bonjovani (2011). Até o presente
momento, a técnica que se mostra mais eficiente para a manutencao da qualidade de sementes
recalcitrantes tem sido o armazenamento sob baixas temperaturas sem processos de secagem
(Bonjovani e Barbedo, 2014).

Outras técnicas como a utilizagdo de 4cido abscisico (ABA) para inibir a germinagao foi
aplicada em sementes de Melicoccus bijugatus Jacq, Eugenia brasiliensis Lam. (Goldbach,
1979) e em Inga uruguensis Hooker et Arnott (Barbedo e Cicero, 2000), método este que visa
paralisar ou limitar o crescimento do eixo embrionario, a fim de ampliar o periodo de
conservagdo das sementes recalcitrantes quando mantidas em meio suficientemente timido.
Associando controle osmotico, aplicagdo de ABA, Bonjovani e Barbedo (2020) avaliaram a

respiragdo de embrides de Inga vera Willd. subsp. affinis (DC.) T.D. Pennington sob
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diferentes temperaturas, sendo possivel armazenar os didsporos, sem muita influéncia do
ABA, mas com reducdo substancial das atividades respiratoria e oxidativa. O controle de
percentual hidrico ¢ mais uma técnica amplamente estudada e aplicada na conservacdo de
sementes recalcitrantes, como realizado com Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze, por
Gasparin et al. (2017), onde foram avaliadas as respostas fisioldgicas e estruturais de tais
sementes, ou com Eugenia pyriformis (Cambess), no qual Lamarca et al. (2013) avaliaram a
maturacdo de sementes desta espécie sob diferentes condigdes termais e hidricas, e em 2016,
quando Lamarca et al. avaliaram a variacdo na tolerancia a dessecacdo de sementes da
mesma espécie dispersas em diferentes estadios de maturagao.

Em 2020, Cécel e Barbedo observaram que a incubagdo de sementes recalcitrantes de
Eugenia brasiliensis (Lam.) sob atmosferas com altos percentuais de didéxido de carbono
reduziu o metabolismo através da diminui¢do da atividade respiratoria. Resultado semelhante
foi observado também por Pammenter e Berjak (1999). Ao final do trabalho uma nova
questdo foi elaborada: a que se atribui a redu¢do do metabolismo respiratorio, a alta do
percentual de dioxido de carbono ou a queda proporcional na disponibilidade percentual de
oxigénio? A partir de tal questionamento, o presente trabalho foi proposto, com o intuito de
atribuir a redugcdo do metabolismo ao aumento de CO, ou a diminuicdo de O,, além de
analisar e associar a respira¢do ao consumo das reservas energéticas pelas sementes. Foi
necessario, para isso, o desenvolvimento de um método padronizével para gerar diferentes
misturas de gases nas quais as sementes pudessem ser incubadas, j& que os métodos
disponiveis, apesar de atenderem as necessidades de seus respectivos trabalhos, ndo atendiam
as necessidades deste. Para tanto, a hipotese do presente trabalho ¢é: a intensidade do
metabolismo das sementes recalcitrantes condiciona a taxa de sua deterioragdo e o controle

desse metabolismo pode ampliar sua capacidade de conservagao.

2. OBJETIVO GERAL
Desenvolvimento de método padronizavel para a geracdo de atmosferas modificadas nas

quais as sementes foram incubadas.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Reduzir a atividade respiratoria de sementes recalcitrantes a partir da incubag¢do sob
atmosferas modificadas;

e Verificar a agdo dos gases dentro das atmosferas e associar redugdo da respiracdo a um deles;

e Associar atividade respiratoria e consumo de reservas de carboidratos pelas sementes.
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Atmosphere modification system for respiration analysis of recalcitrant

seeds during storage

Gabriel Felipe Manoel', Marco Aurelio Tiné', Marina Crestana Guardia', Claudio José

Barbedo!, Catarina Carvalho Nievola'®

ABSTRACT - The modification of atmosphere composition is a strategy to prolong the
storage of organisms susceptible to senescence. Atmospheres with high levels of carbon
dioxide could be applied to prolong the viability of recalcitrant seeds, which are in a constant
process of deterioration due to intense metabolic activity. However, there is a need to develop
methods that allow the standardized generation of these modified atmospheres to isolate the
effect of low oxygen from high carbon dioxide. In this study, the generation of modified
atmospheres was carried out by experiments with insufflated gas (IG) or compensated
vacuum (CV), on recalcitrant Inga vera embryos as an experimental model. In IG, CO2 and
N2 were uninterruptedly injected into a mixing chamber, in which the gases underwent
turbulence to be homogenized and subsequently applied to the flasks where the embryos were
incubated. In CV, the embryos were placed in flasks, from which a fraction of the air present
inside was removed, and subsequently, the gases of interest were injected in defined fractions.
The CV method proved to be more efficient and it was possible to restrict the respiratory
metabolism of the Inga vera embryos by reducing respiration with the increase in carbon
dioxide applied exogenously.

Index terms: conservation, Inga vera, metabolic control.
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Sistema de modificacio da atmosfera para analise de respiracio de sementes

recalcitrantes durante o armazenamento
RESUMO: A modificagdo da composi¢ao atmosférica ¢ uma estratégia para prolongar o
armazenamento de organismos suscetiveis a senescéncia. Atmosferas com elevados indices
de didxido de carbono podem ser aplicadas para prolongar a viabilidade de sementes
recalcitrantes, que estdo em constante processo de deterioragdo pela intensa atividade
metabolica. Contudo, ha necessidade de desenvolvimento de métodos que possibilitem a
geracdo padronizavel dessas atmosferas modificadas de forma a isolar o efeito da
concentracdo de oxigénio da alta concentragao de didoxido de carbono. Neste trabalho, a
geracao de atmosferas modificadas foi conduzida em experimentos com gas insuflado (GI) ou
com vacuo compensado (VC) sobre embrides recalcitrantes de Inga vera (ingd), como
modelo experimental. Em GI, CO2 e N2 foram ininterruptamente injetados em uma camara
para mistura, na qual os gases sofrem turbuléncia para serem homogeneizados e
posteriormente aplicados nos recipientes onde os embrides foram incubados. Em VC, os
embrides foram transferidos para frascos, de onde foi retirada uma fragdao do ar presente no
mesmo, e posteriormente injetados os gases de interesse em fragdes definidas. O método VC
se mostrou mais eficiente e foi possivel restringir o metabolismo respiratorio dos embrides de
1. vera pela reducao da respiragdo com o aumento do uso do dioxido de carbono aplicado
exogenamente.

Termos para indexagdo: conservacao, Inga vera, controle do metabolismo.
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INTRODUCAO

Atmosferas modificadas (AMs) apresentam grande potencial para o controle do
metabolismo respiratério das sementes e, consequentemente, para a ampliagdo de sua
conservagao durante o armazenamento. Tal controle ¢ especialmente importante para o
desenvolvimento de tecnologias que permitam armazenar sementes recalcitrantes (sensiveis a
dessecagao) por longos periodos. Em consequéncia de seu intenso metabolismo, essas
sementes estdo constantemente passando por estresses fisiologicos, ndo podendo serem secas
ou congeladas para serem armazenadas (Barbedo, 2018; Xu et al., 2020), como normalmente
sao armazenadas as sementes ortodoxas, tolerantes a dessecacdo (Redden e Partington, 2019).
Em sementes de FEugenia brasiliensis Lam. (grumixama), por exemplo, aumentos na
concentracdo de dioxido de carbono no ar resultaram em diminui¢do da atividade respiratéria
(Cécel e Barbedo, 2021), o que poderia contribuir para a preservagao dessas sementes por
periodos maiores do que os limites atuais.

A conservagdo de sementes recalcitrantes em armazenamento prolongado, ou seja, que
permita sua inclusd@o em bancos de germoplasma, continua sendo um dos maiores desafios da
fisiologia e tecnologia de sementes (Wyse et al., 2018). Por ndo poderem ter seu teor de agua
reduzido até valores proximos ou abaixo de 10%, também ndo podem ser armazenadas em
temperaturas negativas, como as utilizadas em bancos de sementes. Esses dois processos, ou
seja, a redugcdo quase completa do teor de dgua e a manutengdo em temperaturas de
congelamento, sdo os principais métodos de reducdo das taxas metabdlicas em sementes
ortodoxas (tolerantes a dessecagdo), o que permite sua inclusdo nos bancos de germoplasma
por décadas ou séculos (Liu ef al., 2018; Solber et al., 2020). Nao sendo possivel adotar esses
métodos para sementes recalcitrantes, outras formas de contengdo do metabolismo devem ser
investigadas, como a modificagdo da concentracdo dos gases no ambiente, ou seja, o uso de

AMs.
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AMs consistem em técnicas aplicadas a espacos, embalagens ou recipientes nos quais
aspectos como balanco de gases sdo alterados com objetivo de prolongar a validade e
viabilidade de varios alimentos. Os principais gases empregados na geracao de atmosferas
modificadas sd@o o nitrogénio, o dioxido de carbono e o oxigénio, agregados em diferentes
propor¢des a fim de atender aos diferentes objetivos ou carater do material a ser conservado
(Philips, 1996). Com o intuito de preservar diferentes tipos de alimentos, que vao desde
vegetais até carnes e laticinios, muitas vezes as AMs podem ser empregadas juntamente com
outras técnicas, como a refrigeragdo que, juntas, otimizam a conservagao (Santos e Oliveira,
2012).

As AMs sdo divididas entre ativas, passivas € a vacuo. As ativas consistem na alteracao
artificial e forgosa dos percentuais dos gases de interesse (Lana e Finger, 2000),
principalmente a reducdo da oferta de oxigénio. A menor disponibilidade deste gas tende a
restringir a atividade respiratoria e, portanto, o metabolismo dos materiais de estudo, o que
reduz a atividade celular e, consequentemente, a deterioragdo de frutas e vegetais (Arruda et
al., 2011). As AMs ativas sdo divididas em dois sistemas: vacuo compensado e gas insuflado.
O primeiro consiste na retirada do ar atmosférico presente no ambiente onde a atmosfera
modificada (AM) sera gerada, levando a formacao de um vacuo. Posteriormente, a mistura de
gases desejada ¢ injetada no ambiente e o vacuo ¢ anulado. Ja no sistema de gas insuflado ha
injecdo constante da mistura de gases desejada no ambiente da AM, de forma que a mistura
de gases atenua os parametros de gases atmosféricos, até que o ambiente seja completamente
preenchido pela mistura de gases, que substitui progressivamente a atmosfera anterior
(Mantilla et al., 2010).

Segundo Weber et al. (2017), existem trés principais técnicas modernas para a
avaliacdo de AMs: atmosfera controlada dindmica baseada em fluorescéncia de clorofila -

ACD-FC (dynamic controlled atmosphere system based on chlorophyll fluorescence -
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DCA-CF), que avalia com sensores, por meio do nivel de fluorescéncia da clorofila, a
resposta de frutos ao baixo indice de oxigénio, pois sabe-se que a fluorescéncia da clorofila ¢
resposta ao estresse fisioloégico. A atmosfera controlada dindmica baseada em etanol -
ACD-Et (dynamic controlled atmosphere system based on ethanol - DCA-Eth), que ¢ uma
técnica que avalia a concentracdo de etanol no ambiente ou na polpa do fruto; etanol este que
pode ser gerado a partir de fermentacdo alcoolica, indicando a baixa disponibilidade de
oxigénio. E a atmosfera controlada dindmica baseada em quociente respiratério - ACD-QR
(dynamic controlled atmosphere system based on respiratory quotient - DCA-RQ), que avalia
a relacdo entre o percentual de didxido de carbono produzido e oxigénio consumido,
analisando, entre outras coisas, qual substrato foi consumido durante a geracdo de energia
pelas células.

AMs podem se tornar importante ferramenta para a ampliagdo da capacidade de
conservacao de sementes recalcitrantes, mas ha necessidade do desenvolvimento de técnicas
de produgdo da atmosferas modificadas e a identificagdo da participacdo de cada gas
modificado nos processos bioldgicos alterados nas sementes. No estudo de Cécel e Barbedo
(2021), por exemplo, a insercao progressiva de dioxido de carbono reduziu o percentual de
oxigénio disponivel para as sementes. Dessa forma, ndo foi possivel atribuir a redugdo da
atividade respiratéria especificamente ao aumento do didéxido de carbono ou a redugdo
equivalente do oxigénio. H4 necessidade, portanto, de se avaliar o efeito destes gases
isoladamente sobre as sementes. Para tal, um método que possibilite rotineiramente a geragao
de AMs, com controle tanto de CO, quanto de O,, se faz necessario.

Sendo assim, neste trabalho objetivou-se desenvolver métodos que possibilitem a
geracdo de AMs de forma padronizavel e, assim, que permitam analisar a reducdo do
metabolismo respiratério de sementes recalcitrantes. Posteriormente, utilizaram-se embrides

recalcitrantes de [Inga vera, reconhecidamente entre os mais recalcitrantes conhecidos
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(Bonjovani e Barbedo, 2020; Pereira et al., 2020) como modelo de controle dessa respiracao,
buscando-se atmosferas que reduzam as taxas respiratorias desses embrides durante seu

armazenamento.

MATERIAL E METODOS
Obtengao dos gases para as atmosferas modificadas

Dois experimentos foram conduzidos para a obtengdo das atmosferas modificadas
(AMs), um com o sistema de gas insuflado (GI) e o outro com o de vacuo compensado (VC).
Os gases utilizados na geragao das AMs por GI foram ar atmosférico, nitrogénio (N,) e
diéxido de carbono (CO,); ja na AM por VC os gases utilizados foram nitrogénio (N,) e
diéxido de carbono (CO,).

O CO, foi obtido a partir da reagao entre o bicarbonato de sédio (NaHCO;) e o acido
acético (CH,COOH). Para tal, 100 g de bicarbonato de sodio foram colocados em um
kitassato de 500 mL. Em seguida, o bocal da vidraria foi selado com um septo de borracha e
pléastico Parafilm. Na saida lateral foi colocado um baldo de latex preso com barbante ou
elastico, para o sistema de vacuo compensado (Figuras 1 e 2), ou uma canula com valvula de
baixa pressao que alimentaram o interior do frasco chamado ‘misturador de gases', no sistema
de GI (Figuras 3 e 4). Para garantir que a quantidade de ar dentro do sistema fosse minima, o
ar atmosférico foi retirado de dentro do kitassato, através do septo, com o auxilio de uma
seringa de 20 mL e agulha, até onde fosse possivel, criando um vacuo parcial dentro do
frasco. Apos isso, a mesma seringa foi preenchida com uma solucdo de acido acético a 20%,
que foi injetado no frasco através do septo, desta forma reagindo com o bicarbonato de sddio.
Por seguranca, a injecao de acido foi feita de forma lenta, para que nem a geracao de didxido

de carbono, nem a efervescéncia da reacdo, causassem vazamentos de gas. Para o sistema de
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VC, apods preencher o baldo com o gés, a injecdo de acido cessou. Posteriormente, foi
colocada uma vélvula de baixa pressdo no bocal do baldo, que controlou a vazao do gis no
momento da coleta.

O N, foi obtido através da evaporacao do nitrogénio liquido, obtido de um condensador,
que liquefaz o nitrogénio da atmosfera e o filtra até valores de aproximadamente 99,99% de
pureza, para garantir que substancias contaminantes, como oxigénio € agua, nao interfiram
nos processos nos quais o nitrogénio ¢ utilizado. O nitrogénio liquefeito foi coletado em uma
garrafa PET, de 2 litros, envolta em papel aluminio e armazenada em caixa de isopor, para
controle da evaporagdo do gés (Figura 2B). Na tampa da garrafa foi introduzida uma longa
mangueira plastica, para garantir que o gas alcancasse a temperatura ambiente a medida que
evaporasse. Para o sistema de VC, o gas foi armazenado em baldes de latex, tendo acesso
apenas por uma valvula de baixa pressdo presa por elastico de borracha ou barbante no bocal,
por onde o gas foi acessado. Para o sistema de GI, a mangueira foi conectada diretamente ao
misturador de gases.

O ar atmosférico, utilizado apenas na técnica de GI, foi obtido a partir de uma bomba
de vacuo modelo Tecnal TE-0581 (Tecnal Equipamentos Cientificos, Piracicaba), conectada a
um tubo que se ligava diretamente ao misturador de gases (Figuras 2C e 3).

Os gases coletados em baldes foram utilizados para a execucdo da AM do tipo vacuo
compensado; ja para a técnica do gas insuflado, a mangueira de saida do nitrogénio e a saida
lateral do kitassato, por onde saiu didxido de carbono apds a reagdo, foram conectadas as
canulas com valvulas de baixa pressao que alimentaram o interior do frasco chamado
‘misturador de gases’.

Geragdo de AMs no sistema de gas insuflado
A camara na qual as AMs do sistema de gas insuflado foram geradas consistiu em um

frasco de vidro transparente com bocal roscado, tampa de plastico e aproximadamente 3 litros
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de volume, onde foram colocadas 500 mL de silica gel, para que os gases sofressem
turbuléncia e tivessem a umidade residual removida (Figuras 3 e 4A). Na tampa do frasco
foram feitos trés furos para a entrada de canulas que alimentavam o interior do frasco com os
gases, furos estes que foram cobertos com septo de borracha para vedacao e perfurados na
parte central para a passagem da canula. Além disso, um quarto furo com septo de borracha e
canula foi feito (Figura 4B), para deslocamento dos gases aos frascos finais, onde os
embrides foram incubados para avaliacdo da respiracdo, chamados de ‘respirdmetros’. Estes
se caracterizaram por frascos de vidro com bocal roscado de 600 mL de volume, com tampa
metalica com furo coberto por um septo através do qual era possivel inserir a agulha de
seringa (Figura 4D). A mistura de gases foi gerada a partir da mistura dos gases de interesse
no misturador (Figura 3) e transferido para o interior dos respirometros via canula com
agulha, através do septo. A aferi¢cdo da concentragdo de dioxido de carbono (CO,) e oxigénio
(0O,), ou seja, dos gases de interesse para os estudos de respiracao dos embrides, foi feita pela
coleta de amostra do ar do interior do respirdmetro e injecado em medidor de gases Modelo
6600 (Illinois Instruments, Inc., Johnsburg, Figura 4E). Nos respirdmetros, além da agulha
que injetou a mistura de gases, uma segunda agulha foi posicionada na tampa, através do
septo, para que o ar atmosférico anteriormente presente no interior do frasco fosse removido
pela entrada da mistura de gases, sem gerar aumento na pressao interna do sistema.
Geragdo de AMs no sistema de vacuo compensado

Neste sistema, as AMs foram geradas diretamente no interior dos respirdmetros, a partir
da substituicdo de parte do ar atmosférico presente no interior dos frascos por gases de
interesse (neste caso, nitrogénio e didxido de carbono). A alteracdo no balanco dos gases
comegou com a reducdo da concentragao de oxigénio pela retirada de parte do ar atmosférico
do respirometro (Figura 5A), fazendo com que a quantidade de oxigénio fosse

proporcionalmente removida e substituida. Para tanto, foi desenvolvida e utilizada a equagao
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Vam = [ (@—b) /(a. 107) ] . c¢. 10, onde V,, é o volume de ar atmosférico a ser retirado de
cada respirdmetro para alcancar o valor percentual de oxigénio desejado (em mL), a € a
concentracdo de oxigénio na atmosfera, b é a concentragao de oxigénio que se desejava
alcancar e ¢ ¢ o volume do respirometro (em L). Desta forma, o volume de ar a ser retirado de
um frasco de 600 mL, para alcangar a concentracao de 18% de oxigénio, foi 83,2536 mL;
esse volume, posteriormente, foi completado com os gases de interesse, como descrito a
seguir.

Para aumentar a concentracao de didxido de carbono, foi desenvolvida e utilizada a
equagdo V,, =d . c. 10, onde V,, ¢ o volume de CO, a ser aplicado no frasco, para alcangar
o valor desejado, d ¢ a concentracao desejada de dioxido de carbono e ¢ € o volume do
respirometro (em L). Desta forma, apds a retirada do volume de ar atmosférico calculado,
foram injetados 18 mL de dioxido de carbono no respirometro (600 mL), com o objetivo de
alcangar a atmosfera modificada com 3% de CO,. Sabendo disso, o volume de dioxido de
carbono foi subtraido do valor de ar atmosférico retirado do frasco (83 - 18 = 65 mL) e o
valor restante foi o volume de nitrogénio que foi injetado no respirdmetro para alcangar
novamente a pressao inicial, dentro do frasco, antes da retirada de ar atmosférico, evitando,
desta forma, a geracdo de vacuos parciais. Em caso da geragdo de AM em frascos de 600 mL
sem adicao de CO,, o valor integral de 83,2536 mL foi preenchido por N,.

Para remog¢ao ou introducdo de ar e gases nos respirometros, assim que estes foram
fechados uma seringa anexada a uma canula foi inserida no septo da tampa. A outra
extremidade da canula contava com uma pequena valvula de baixa pressdo, onde foi
encaixado o bico da seringa, para remover ou injetar os gases. As entradas e saidas de gases
foram feitas através desta canula, uma vez que a agulha ja se encontrava inserida na tampa do
respirometro. O objetivo deste acesso com agulha, canula e valvula foi evitar consecutivas

perfuragdes no septo dos frascos, o que poderia aumentar as injurias € vazamentos dos gases.
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Assim que a AM era gerada no interior dos respirOmetros, estes tiveram os valores de
oxigénio e didxido de carbono conferidos no medidor de gases Illinois 6600, para garantir

que as concentragdes fossem iguais as desejadas para o experimento.

Incubacdo dos embrioes nas AMs

Embrides de ingd (Inga vera Willd. (DC.) T.D. Pennington) foram obtidos no Parque
Villa-Lobos (23°32 'S; 46°43'0) Sao Paulo, SP. Na coleta, os frutos foram colhidos
manualmente quando maduros, conforme descri¢des de Bonjovani e Barbedo (2020). Os
frutos foram entdo conduzidos ao Laboratorio de Analise de Sementes, onde tiveram seus
diasporos (embrides e sarcotesta) extraidos e lavados. A sarcotesta foi removida e os
embrides foram entdo lavados em agua corrente para retirar quaisquer residuos de agucares,
que poderiam comprometer o armazenamento dos mesmos. Os embrides tiveram o excesso
de agua das lavagens removido com papel filtro, ¢ entdo foram armazenados em sacos
plésticos de polipropileno, onde foram feitos furos, com uma agulha, para que o material
pudesse respirar (Bonjovani e Barbedo, 2020).

Os embrides de ingéd foram incubados em 3 misturas de gases e duas temperaturas. Para
as misturas de gases, uma delas foi considerado controle, ou seja, com concentragdes de
oxigénio e didxido de carbono iguais as da atmosfera (20,9% e 0,03%, respectivamente); a
segunda mistura de gases visou isolar a acao do oxigénio, reduzindo sua concentragdo, sem
adicionar dioxido de carbono (18% de O, e 0% de CO,) tendo a inje¢do de nitrogénio como
gas inerte para completar o volume do frasco; a tltima mistura de gases também manteve o
nivel do oxigénio a 18%, porém, foi injetado didxido de carbono nesse tratamento, visando a

concentracao de 3%.



36

Para avaliar a respiracdo dos embrides, quatro frascos respirometros com 15 embrides
de [ vera foram utilizados em cada tratamento. Todos os espirometros foram incubados a
5°C por 5 dias e a 25 °C por 1 dia, baseado em estudos prévios para avaliar a respiracao de
tais embrides. Esses periodos foram escolhidos baseados no tempo minimo necessario para
que ocorresse uma mudanga minima na concentracdo de gases, de forma que esta mudanga
pudesse ser aferida, mas antes que alguma alteracao ocorresse e causasse qualquer daos aos
embrides, resultando na alteracdo do padrdo respiratorio dos mesmos (Bonjovani e Barbedo,
2019, 2020; Parisi et al., 2019; Lamarca and Barbedo, 2021). Em cada temperatura, as
concentracdes de O, e CO, citadas acima foram utilizadas. Apds os periodos definidos, o
consumo de O, e a produgdo de CO, pelos embrides nos respirometros foram avaliados,
como previamente citado, calculando a taxa respiratoria e quociente respiratdrio, como
descrito por Kader e Saltveit (2002). Ao fim dos periodos de incubagdo, os embrides foram
removidos dos frascos e avaliados quanto a viabilidade através do teste de germinagdo, como
descrito por Bonjovani e Barbedo (2020). Todos os experimentos foram conduzidos em
design completamente randomizado e os dados obtidos foram analisados estatisticamente
através do teste F a nivel de probabilidade de 5%. Quando significante, as diferengas foram
comparadas entre si usando o teste de Tukey, também a 5% de nivel de probabilidade
(Santana e Ranal, 2004).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Geragdo de Atmosferas Modificadas

A geragdo de atmosferas modificadas a partir do sistema do vacuo compensado se
mostrou mais eficiente, pois na segunda tentativa ja se obtiveram os valores desejados. Ja no
sistema de gas insuflado, mesmo apds 3 tentativas as concentragdes de O, ficaram muito
aquém da desejada (Tabela 1). A mistura de gases, no sistema de gas insuflado, foi exaustiva

e imprecisa, ja que este necessita de constante entrada dos gases sob vazdo adequada para
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formar a AM de interesse, 0 que exige preciso controle da evaporacdo do nitrogénio e da
reacdo 4acido-base para geracdo de didxido de carbono. Além disso, a pressdo gerada pelo
fluxo dos gases no sistema de gas insuflado foi insuficiente para realizar a injecao e
substituicdo dos gases nos respirdmetros. No sistema do vacuo compensado, a utiliza¢ao de
ar atmosférico ¢ dispensavel, ja que os unicos gases utilizados sao nitrogénio e didxido de
carbono. Além disso, como ocorre substituicao do ar atmosférico por gases especificos, o
controle de balango entre os gases ¢ mais equilibrado e preciso.

Outro importante aspecto a ser observado ¢ que o sistema do gas insuflado exigiu
volumes muito maiores de gases para funcionar apropriadamente, ja que foi necessario
ajustar a vazao dos gases e a eficiéncia do misturador, além da pressao ¢ do volume morto,
neste caso. O sistema do vacuo compensado, além de ndo demandar ajustes de vazao,
também exige menos gases € dispensa o uso da silica, ja que as proprias sementes podem
gerar a turbuléncia necessaria para a homogeneizacao da mistura de gases.

A vedagdo por pléastico parafilm se mostrou eficiente, isolando os respirdmetros.
Contudo, ¢ aconselhavel que a camada que recobre o septo seja mantida, além da camada que
recobre a circunferéncia da regido de interseccdo tampa-frasco, como ja realizado em
trabalhos anteriores de avaliacdo da respiragdo desta mesma espécie (Bonjovani e Barbedo,
2019, 2020; Parisi et al., 2019; Lamarca e Barbedo, 2021) ou mesmo de outras espécies
(Lamarca e Barbedo, 2012; Cécel e Barbedo, 2021). A vedacao do misturador de gases com
pléstico parafilm poderia ter reduzido as perdas de gases no sistema de gas insuflado. Apesar
de exigir menos gases, um misturador menor também teria problemas para garantir fluxo
constante dos gases de interesse, ja que a velocidade da reagdo para gerar didéxido de carbono
e mudanca de estado do nitrogénio influenciam diretamente na pressdo exercida no sistema

do gas insuflado.
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A equagao para mensurar a quantidade de ar atmosférico que deve ser retirada do
frasco, para reduzir o percentual de oxigénio, se mostrou eficiente (Tabela 1) e aplicavel para
outras situagdes em que se tenha o objetivo de reduzir o oxigénio em outras proporcoes. Isso
vale também para o calculo de enriquecimento de dioxido de carbono. Combinados, os dois
calculos podem gerar atmosferas modificadas de diferentes padrdes, que atendam as mais
diversas necessidades e objetivos e, consequentemente, podem restringir o volume final de
nitrogénio na mistura.

Tanto a obtencdo do didoxido de carbono quanto a de nitrogénio foram eficientes.
Contudo, retirar um maior volume de ar do frasco kitassato no momento da geragao de CO,
garante maior pureza ao didéxido de carbono. Além disso, solugdes acidas mais concentradas
se mostraram mais eficientes em reagir com o bicarbonato de sédio, apesar do risco do
sistema ser sobrecarregado pela pressao gerada ser maior.

Em funcao da ineficiéncia do sistema de gas insuflado em produzir as AMs desejadas, a
incubagdo dos embrides de ingéd nas diferentes AMs foi realizada somente com o sistema de
vacuo compensado.

A andlise da respiracdo de sementes pode ser importante ferramenta para diagndstico
do metabolismo da semente (Gao et al., 2023). De maneira geral, os embrides tiveram
atividade respiratéria mais intensa a 25 °C do que a 5 °C (Tabela 2), o que ja era esperado
uma vez que ja foi demonstrada a intensa atividade metabodlica desses embrides quando a
temperatura ¢ mais elevada (Pereira et al., 2020). Valle et. al. (2021) também constataram
aumento nas taxas respiratorias de sementes de milho tanto com o aumento da temperatura
quanto com o do teor de dgua das sementes. Tal resultado pode ser explicado pela redugdo da
atividade metabdlica como consequéncia de baixas temperaturas, que afeta a acdo enzimatica
(Ruelland e Zachowski, 2010), como também observado por Bonjovani e Barbedo (2020),

que descrevem que mesmo sob temperaturas ainda menores, como -2 °C, os embrides de inga
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ainda apresentam atividade respiratoria. Além disso, as baixas temperaturas tendem a limitar
a difusdo do oxigénio (Buckeridge er al, 2004). Comparativamente, os embrides nos
tratamentos sob altas temperaturas, como observado na Figura 5, apresentam maior taxa
respiratoria, o que indica maior atividade metabdlica e pode culminar mais rapidamente na
deterioragdo destes diasporos, como também observado em Paubrasilia echinata, no trabalho
de Lamarca e Barbedo (2012). Na temperatura de 5 °C, com concentracdes iniciais de 3,0%
de CO, e 18,0% de O,, os valores desses gases foram os mesmos de suas concentracdes na
atmosfera normal, sugerindo vazamento de gases nos respirdmetros. Isso ndo permitiu incluir
esse tratamento na analise dos demais resultados.

A 25 °C, aredugao na concentragdo de O, de 20,9% para 18,0%, proporcionou redugdo
no consumo de O, pelos embrides, independente da concentragdo de CO, ter ou nao sido
alterada (Tabela 2), o que poderia ser explicado pela menor disponibilidade de oxigénio que
poderia ter reduzido as taxas respiratorias. Contudo, quando se analisam as alteragdes na
liberacao de CO, por esses embrides verifica-se que o menor consumo de O, pode ter sido, na
verdade, resultado de menores taxas de outros processos oxidativos que ndo a respiragao, pois
os valores de CO, ndao se alteraram quando se alterou apenas a concentracdo de O, no
respirometro. Corrobora essa hipdtese o fato de o QR (quociente respiratério) ter aumentado
(Tabela 2). A atividade respiratéria de fato foi reduzida quando houve aumento na
concentracdo de CO, no respirdmetro. A taxa respiratoria no tratamento com enriquecimento
de didéxido de carbono foi a menor das trés, tal qual foi observado em Eugenia brasiliensis
por Cécel e Barbedo (2021). Na temperatura de 5 °C, ndo houve mudanca significativa do
consumo de O, ou na liberagao de CO, com as AMs. Neste caso, ¢ possivel que o tempo de
incubagdo dos embrides nao tenha sido suficiente para detectar diferencas na atividade

respiratoria.
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O QR nos tratamentos 1, 2 ¢ 5 foi proximo ou inferior a 0,5, o que pode indicar
atividade oxidativa; no tratamento 3, o QR de 0,66 pode indicar que os embrides estavam
consumindo lipidios como substrato para seu processo respiratorio; € os tratamentos 4 ¢ 6,
cujos valores de QR foram maiores que 1, pode indicar que os embrides poderiam estar
realizando fermentagao (Kader e Saltveit, 2002).

Praticamente todos os embrides mantiveram-se vivos durante as incubagdes, pois
atingiram valores proximos a 100% de germinacdo em todos os tratamentos (Tabela 3). Nas
avaliagdes de respiracao pelo método de analise da concentracao de gases em respirometros,
o tempo de incubacdo dos embrides ndo deve permitir que percam a viabilidade pois a
mudanca na massa respirante levaria a imprecisdes na analise das taxas respiratorias. Por
outro lado, o tempo de incubacao deve ser suficiente para que a respiragao dos embrides seja
suficiente para causar alteragdo na concentracdo dos gases no respirdmetro. O proprio
aumento da concentracao de CO,, ou da reducao de O,, resultante da respiracdo de embrides
(ou sementes), pode levar muitos a morte, como observado por Cécel e Barbedo (2021) em
sementes de Fugenia brasiliensis. Como os embrides de inga do presente trabalho chegaram
vivos ao final das incubagdes, ¢ possivel que o tempo de incubagdo tenha sido correto para a
temperatura de 25 °C, mas que tenha sido insuficiente para a temperatura de 5 °C. E
importante salientar que a alteracdo na composicao dos gases nos respirometros, depende,
entre outros fatores, da temperatura, do volume de ar do respirdmetro e da massa de
embrides/sementes respirantes. Em funcdo disso encontram-se varias combinagdes entre
temperatura ¢ tempo de incubacdo nos diferentes trabalhos com respiracdo de
embrides/sementes (Lamarca e Barbedo, 2012; Parisi et al., 2019; Bonjovani e Barbedo,
2020; Lamarca e Barbedo, 2021).

Analisando os resultados de respiragao do presente trabalho, verifica-se que a redugao

das taxas respiratorias dos embrides de ingd ocorreu essencialmente quando se reduziu a



41

temperatura ou quando se aumentou a concentragdo de CO, na atmosfera dos respirometros.
A reducdo nas taxas respiratorias pode indicar reducdo no metabolismo geral desses
embrides, fornecendo importante subsidio para o desenvolvimento de técnicas que permitam
conservar sementes recalcitrantes por periodos prolongados, uma vez que o intenso
metabolismo dessas sementes tem se mostrado como o principal fator de sua rapida
deterioracao (Barbedo, 2018). O prolongamento na capacidade de armazenamento de
sementes, com o aumento da concentracao de CO, na atmosfera foi observado em sementes
de Triticum durum, sementes tolerantes a dessecagao e com baixo teor de dgua (Bennici et al.,
1984). No presente trabalho demonstrou-se que as taxas metabodlicas podem ser reduzidas
também em sementes sensiveis a dessecacdo ¢ com elevado teor de agua. O controle da
atmosfera de armazenamento dessas sementes pode, dessa forma, auxiliar na busca pela
tecnologia de armazenamento dessas sementes, especialmente o aumento controlado do CO,.

O sistema de vdcuo compensado foi o que propiciou melhores resultados para a
obtencdo de atmosfera modificada para embrides de Inga vera. A atmosfera modificada pelo

aumento da concentragdao de CO, permitiu reduzir as taxas respiratérias desses embrides.
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Tabela 1. Concentragdes de gases O, e CO, obtidas apds processos de produgdo de atmosfera
modificada pelos sistemas de gés insuflado e de vacuo compensado.

Sistema Tentativa  Concentragdes desejadas Concentragdes obtidas
0, CO, 0, CO,
Vécuo compensado 1? 18% 3% 16% 4%
2° 18% 3% 18% 3%
3? 18% 0% 18% 0%
Gas insuflado 1? 18% 3% 2% 7%
28 18% 3% 8% 5%
32 18% 3% 9% 3%

Tabela 2. Quociente Respiratorio (QR) de embrides de ingéd. Tratamentos, consumo de
oxigénio em micromols por grama de massa seca por dia, liberacdo de dioxido de
carbono em micromols por grama de massa seca por dia e quociente respiratorio.
Tratamento 1: 20,9% de O,, 0,03% de CO,, a 25 °C e incubagdo por 1 dia;
tratamento 2: 20,9% de O,, 0,03% de CO,, a 5 °C e incubag¢do por 5 dias;
tratamento 3: 18% de O,, 0% de CO,, a 25 °C e incubagdo por 1 dia; tratamento 4:
18% de O,, 0% de CO,, a 5 °C e incubagdo por 5 dias; tratamento 5: 18% de O,, 3%
de CO,, a 25 °C e incubagao por 1 dia; tratamento 6: 18% de O,, 3% de CO,, a 5°C

e incubagdo por 5 dias.

Concentracdo dos gases, temperatura (T) e Consumo de O,  Liberacao de CO, QR
tempo de incubagdo (t) dos embrides pelos embrides pelos embrides
[0,] [CO,] T t (umol.gMS™".dia") (umol.gMS™".dia™")
20,9% 0,03% 25°C 1 dia 123,53 a* 60,18 a 0,48 ¢
20,9% 0,03% 5°C 5 dias 24,07 ¢ 12,08 be 0,50 c
18,0% 0,03% 25°C 1 dia 96,34 b 63,47 a 0,66 b
18,0% 0,03% 5°C 5 dias 6,02 ¢ 10,21 ¢ 1,20 a
18,0% 3,0% 25°C 1 dia 87,49 b 23,09 b 0,26 d
18,0% 3,0% 5°C 5 dias - - -

*Médias seguidas pela mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a

5%.
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Tabela 3. Germinacdo de embrides de ingd ao final dos tratamentos de incubagdo em
diferentes temperaturas e diferentes atmosferas modificadas.

Temperatura 25°C 5°C

Concentragdo O, 20,9% 18,0% 20,9% 18,0%

Concentragao CO, 0,0% 0,0% 3,0% 0,0% 0,0% 3,0%
Germinagao 96% a* 99% a 99% a 95% a 95% a 94% a

*Médias seguidas pela mesma letra, nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a
5%.

co,

Figura 1. Representagdo esquematica do processo de obtencdo de didxido de carbono.
Inicialmente, uma seringa foi introduzida, por um septo de borracha, em um
kitassato de 500 mL vedado, contendo 100 g de bicarbonato de sodio. Por
essa seringa, foi retirada a maior quantidade possivel de ar de dentro do
kitassato (A). Em seguida, foi adicionado 4cido acético (20%) ao kitassato,
também utilizando-se seringa introduzida pelo septo (B). A reacdo do
bicarbonato de s6dio com o acido acético produziu o diéxido de carbono que,
para o sistema de vacuo compensado, foi coletado em um baldo de latex
preso com barbante ou eldstico na saida lateral do kitassato (C). Apods
preencher o baldo, a inje¢do de 4cido cessou.



Figura 2: Equipamentos utilizados na produgdo dos gases. Em A, kitassato com
bicarbonato de sédio, seringa com acido acético e baldo de borracha para
producdo e captacdo de CO,; em B, garrafa PET com nitrogénio liquido, em
caixa de isopor, com tubo de conducdo do N, gasoso para o baldo de borracha;
em C, bomba de vacuo para captura de ar atmosférico.
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Figura 3. Representacdo esquematica do processo de produgdo de atmosfera modificada
pelo sistema de gas insuflado. CO,, N, e ar atmosférico vao sendo insuflados
no misturador de gases, controlando-se as valvulas de acessos de cada gas,



até a obtencao da mistura de gases desejada. A partir dai, abre-se a valvula de
acesso ao respirdmetro onde estdo os embrides a serem estudados. Para mais
detalhes, consultar a descricdo em Material e métodos.
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Figura 4: Equipamentos utilizados para a obtencdo de atmosfera modificada pelo

sistema de gas insuflado. Em A, frasco de vidro com tampa plastica contendo
silica gel, denominado misturador; em B, tampa com septos para a inser¢ao
das canulas dos gases a esquerda e de saida da mistura de gases a direita; em
C, misturador completo com detalhe das véalvulas de controle de entrada dos
gases ¢ agulha de saida da mistura no campo tracejado; em D, agulha de saida
do misturador inserida no respirdmetro para a inser¢do sob baixa pressdo e
agulha extra para saida do ar atmosférico ¢ manutencdo da pressdo; em E,
analisador de gases Illinois 6600 utilizado para verificacdo do percentual dos
gases.

Respirdmetro

Respirdmetro

embiies embrites
-

Figura 5. Representacdo esquematica do processo de producdo de atmosfera modificada

pelo sistema de vacuo compensado. Em A, a remocao do ar do respirdmetro
até os niveis desejados de O,; em B, coleta dos volumes pré-determinados de
CO, e N, nas seringas; em C, inser¢ao dos gases no respirdmetro para compor
a atmosfera modificada. A remocao de ar ¢ a inser¢do de CO, ¢ N, foi
realizada pela mesma agulha de seringa, acoplada a uma canula com valvula
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(ndo representados neste esquema). Para mais detalhes, consultar a descri¢ao
em Material e métodos.

Figura 6: Equipamentos utilizados para a obten¢do de atmosfera modificada pelo
sistema de vacuo compensado. Em A, frasco de vidro com tampa metalica
(respirometro), sementes e plastico Parafilm; em B, respirdmetro com
sementes e com a agulha que coleta amostra para aferi¢do dos gases; em C,
analisador de gases Illinois 6600, que mostra os percentuais de oxigénio e
dioxido de carbono; em D, respirometro ja vedado por Parafilm, antes de ser
levado a incubacao.
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ABSTRACT - (Soluble sugar content in seeds of Eugenia uniflora L. depend on temperature
and variations of oxygen and carbon dioxide). Recalcitrant seeds are intolerant to desiccation
and difficult to store. Incubation under modified atmospheres can prolong the viability of
these seeds, as such treatments reduce respiratory activity. In the present study, the
carbohydrate content of recalcitrant seeds of E. uniflora was evaluated when maintained at
different concentrations of O2 and CO2. The results indicate that it is possible to associate the
respiratory rate with the use of carbohydrates, establishing conditions that can favor the
development of technology to store these seeds for prolonged periods.

Keywords: carbohydrates in seeds, cellular respiration, seed conservation.

RESUMO - (Contetudo de agucares soluveis em sementes de Eugenia uniflora L. dependem
da temperatura e variagdes de oxigénio e dioxido de carbono). Sementes recalcitrantes sao
sensiveis a dessecacao e apresentam metabolismo intenso o que dificulta seu armazenamento.
A incubagdo destas sob atmosferas modificadas parece diminuir a atividade metabdlica,
prolongando sua viabilidade. No presente estudo avaliou-se o conteudo de carboidratos em
sementes recalcitrantes de E. uniflora submetidas a diferentes concentragdes de O, e CO,. Os
resultados indicam que ¢ possivel associar a taxa respiratdria ao uso de carboidratos,
estabelecendo condigdes que podem favorecer o desenvolvimento de tecnologia para
armazenar sementes por periodos prolongados.

Palavras-chave: carboidratos em sementes, conservagao de sementes, respiragao celular.
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INTRODUCAO

Sementes recalcitrantes (sensiveis a dessecacdao) apresentam maiores dificuldades
para seu armazenamento do que sementes ortodoxas (tolerantes a dessecagdo),
principalmente pelo seu intenso metabolismo devido ao seu elevado teor de agua (Barbedo,
2018). Dessa forma, processos tradicionais de conservacao das sementes, como secagem,
congelamento ou ambos, ndo podem ser aplicados as recalcitrantes e, até o presente
momento, nao ha tecnologia suficientemente eficiente para reduzir esse metabolismo,
viabilizando o armazenamento. Consequentemente, espécies com sementes recalcitrantes sao
mais vulneraveis a serem perdidas quando entram em risco de extingdo por ndo poderem ser
incluidas em bancos de germoplasma, nos quais ocorre a conservagao por longo tempo,
mantendo-se a viabilidade (Wyse et al., 2018; Xu et al., 2020).

O entendimento sobre a fisiologia respiratoria de sementes apresenta grande potencial
para responder duvidas acerca do seu metabolismo e do seu vigor (Bradford et al., 2013). As
taxas respiratorias sao mais elevadas, por exemplo, em sementes com teor de adgua mais
elevado (Garwood e Lighton, 1990), indicando metabolismo mais intenso. Particularmente
para as recalcitrantes, que caracteristicamente tem teor de dgua bastante elevado, a andlise
das taxas respiratorias pode permitir melhor compreensao sobre seu intenso metabolismo,
permitindo o desenvolvimento de tecnologia que permita armazenar essas sementes por
longos periodos por reducdo do metabolismo (Bonjovani & Barbedo 2019). Este ¢ um dos
maiores desafios atuais da pesquisa com sementes recalcitrantes (Barbedo, 2018).

A avaliagdo da reducdo nas taxas respiratdrias de sementes pode ser realizada por
meio da incubagdo destas no interior de respirdmetros e posterior acompanhamento da
modificagdo nas concentragdes de oxigénio (O,) e divxido de carbono (CO,) do ar, devido ao
processo respiratorio (Jiang ef al., 2018; Huang & Taylor, 2019; Bonjovani & Barbedo, 2020;

Lamarca & Barbedo, 2021; Valle ef al., 2021; Widajati ef al., 2023). O controle das taxas
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respiratorias poderia ser controlado, por exemplo, com modificagdo da atmosfera, método
que tem sido amplamente utilizado em frutas e hortaligas (Almenar et al., 2006; Calbo et al.,
2007; Cunha Junior et al., 2012).

A geracao de atmosferas modificadas para aplicacdo em sementes foi relatada por
Manoel et al. (2024), que desenvolveram um método que permite, em ambiente isolado,
alterar as concentragdes de oxigénio (O,) e didoxido de carbono (CO,). Dessa forma, pode-se
verificar as alteragcdes nas taxas respiratorias dessas sementes, quando incubadas em
atmosfera modificada, analisando-se o consumo de O, e a liberacao de CO, pelas sementes.
Essa andlise pode ser um importante indicativo do metabolismo durante a incubagdo e
germinagdo das sementes.

Sementes incubadas em frascos denominados respirdmetros podem ser adequadas a
avaliacdo do consumo de carboidratos endogenos, provenientes do metabolismo nas
diferentes condi¢des de disponibilidade de O, e CO,. Neste caso, a coleta das sementes
poderia ser realizada quando estas estivessem expostas a diferentes concentracdes de gases.
Portanto, a quantificacdo destes indicaria o uso de carboidratos endoégenos durante o processo
germinativo como fonte energética a partir da oxidacao de agucares simples, como a glicose,
no processo de respiragao celular, gerando ATP (Bender & Mayes, 2007). Tais carboidratos
sdo os principais substratos oxidados na respiracdo, podendo ser empregados como
ferramentas para analises biologicas acerca de diversos processos fisiologicos, especialmente
metabolicos, sendo indicativos diretos ou indiretos de atividades celulares. A analise da
concentracdo de carboidratos soluveis, como polidis, glicose, frutose, sacarose e rafinose em
Paubrasilia echinata (Lam.) Gagnon, H.C.Lima e G.P.Lewis (pau-brasil) revelou que o
armazenamento em diferentes temperaturas (25°C e -18°C), durante periodos de 15 e 90 dias,
alterou a concentracao de tais carboidratos, com excec¢do a sacarose, reduzindo os niveis de

hexoses, exceto nos cotilédones de sementes armazenadas sob temperaturas baixas,
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demonstrando a influéncia da temperatura no processo de conversao do amido em aglcares
simples, como glicose e frutose (Hellmann et al., 2008).

A reducdo da temperatura do ambiente de armazenamento ¢ frequentemente utilizada
como ferramenta para redugdo do metabolismo de sementes (Emer ef al., 2019; Nadarajan et
al., 2023), tendo fornecido bons resultados para o armazenamento de sementes recalcitrantes
(Von Biilow et al., 1994; Bonjovani & Barbedo, 2020). Em sementes recalcitrantes de
Eugenia brasiliensis (Lam.) foi demonstrado que a incubagdo sob atmosferas modificadas,
com aumento percentual de CO,, também pode prolongar a viabilidade dessas sementes, ja
que tal condi¢do reduz a atividade respiratdria, segundo Cécel & Barbedo (2021). Nessa
pesquisa, os autores verificaram redug¢dao das taxas respiratdrias nos tratamentos com
percentuais elevados de CO,, desde 1,9% até 3,7%. Esses tratamentos poderiam ser aplicados
as sementes de E. uniflora, para as quais o armazenamento prolongado ainda ¢ um desafio,
pois perdem rapidamente a viabilidade (Comin et al., 2014; Wagner Junior ef al., 2020).

A intensidade do metabolismo de sementes recalcitrantes ¢ indicada pela taxa de
consumo de suas reservas energéticas, ou seja, hipotetiza-se que a concentragao de
carboidratos seja consumida quando o metabolismo respiratorio for mais intenso a partir do
inicio do processo de germinagdo, sendo que o consumo de reservas energéticas sob baixas
temperaturas tende a ser menor. Entretanto, nao se sabe se o possivel efeito da reducdo do
metabolismo seja devido ao aumento do CO, ou a redugdo do O,, sendo necessario utilizar
um sistema no qual seja possivel controlar a concentragdo desses gases durante o processo
germinativo. Portanto, a manutencao do sistema de atmosferas modificadas controladas sob
diferentes temperaturas, permitiria essa analise visando agrupar a influéncia dos gases ¢ a
producao de carboidratos em condi¢des distintas de armazenamento.

Considerando que as atmosferas modificadas apresentam grande potencial para o

controle do metabolismo respiratorio de sementes recalcitrantes e, consequentemente, para a
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ampliacao de seu tempo de conservacao durante o armazenamento, no presente trabalho
objetivou-se analisar as taxas respiratorias e a concentracdo de carboidratos de sementes
recalcitrantes de E. uniflora quando submetidas a incubacdo em sistema de atmosfera
controlada, variando-se a concentracdo de O, e de CO,, e a temperatura do ambiente de

armazenamento.

MATERIAL E METODOS

Obtencao de material bioldgico - As sementes de E. uniflora L. (pitanga) foram
obtidas no Jardim Botanico de Sao Paulo (23°38'25.6"S 46°37'32.9"W), Sao Paulo, SP. Na
coleta, os frutos foram colhidos manualmente quando maduros, conforme descrigdes de
Delgado e Barbedo (2020). Os frutos foram entao conduzidos ao Laboratorio de Sementes do
IPA - Unidade Jardim Botanico, onde tiveram suas sementes extraidas e lavadas. As sementes
tiveram o excesso de agua das lavagens removido com papel filtro, e entdo foram
armazenadas em sacos plasticos de polipropileno, onde foram feitos furos, com uma agulha,
para que as sementes pudessem respirar, € assim permaneceram por alguns dias, a 7°C, até a
montagem dos experimentos (Figura 1- fotos da prancha).

Geracao de atmosfera modificada - As atmosferas modificadas foram analisadas pelo
método estabelecido por Manoel et al., (2023), no sistema de vacuo compensado, sendo
geradas diretamente no interior de frascos de vidro, denominados respirdmetros (Bonjovani
& Barbedo, 2020). Estes frascos t€ém volume de 600 mL, sdo fechados hermeticamente com
tampa de metal na qual sdo feitos trés furos, que sao fechados por septo de borracha, além de
terem sua tampa vedada por plastico tipo Parafil. Por esses septos ¢ introduzida agulha para
insercao ou coleta da amostra de ar (Manoel et al., 2023).

Obtencao de gases - O CO, foi obtido a partir da reagdo entre o bicarbonato de sodio

(NaHCOs) e o acido acético (CH,COOH), como descrito em Manoel et al. (2023). O
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nitrogénio foi obtido através da evaporacdo do nitrogénio liquido, obtido de um condensador,
que liquefaz o nitrogénio da atmosfera e o filtra até valores de aproximadamente 99,99% de
pureza, para garantir que substancias contaminantes, como O, e agua, nao interfiram nos
processos nos quais o nitrogénio ¢ utilizado.

Incubagdo das sementes - Sementes de E. uniflora foram incubadas em trés misturas
de gases e sob duas temperaturas diferentes. Para as misturas de gases, a primeira foi
considerada controle, ou seja, com concentracdes de O, e CO, iguais as da atmosfera (20,9%
e 0,03%, respectivamente). A segunda mistura de gases visou isolar a a¢cdo do O,, reduzindo
sua concentragdo, sem adicionar CO, (18% de O, e¢ 0% de CO,), tendo a injecdo de
nitrogénio como gas inerte para completar o volume do frasco. A ultima mistura de gases
também manteve o nivel do O, a 18%, porém foi injetado CO, nesse tratamento, visando a
concentracao de 3%.

Baseando-se em estudos prévios de avaliacao da respiracao dessas sementes (Delgado
& Barbedo, 2007; Cécel & Barbedo, 2021), estas foram incubadas sob a temperatura de 5°C
por 10 dias e sob 25°C por 2 dias. Assim, os tratamentos consistiram em: 1) 20,9% de O,,
0,03% de CO,, sob 5°C e incubacgao por 10 dias; 2) 20,9% de O,, 0,03% de CO,, sob 25°C e
incubagdo por 2 dias; 3) 18% de O,, 0% de CO,, sob 5°C e incubagao por 10 dias; 4) 18% de
0,, 0% de CO,, sob 25°C e incubagdo por 2 dias; 5) 18% de O,, 3% de CO,, sob 5°C e
incubagdo por 10 dias; 6) 18% de O,, 3% de CO,, sob 25°C e incubagao por 2 dias.

Os tratamentos 1 e 2 consistiram na composi¢ao natural do ar atmosférico. Nos
tratamentos 3 e 4 buscou-se a reducdo da concentracao de O,, sem alterar a pressao geral dos
frascos ou aumentar a concentracdo de CO,. E os tratamentos 5 ¢ 6 visaram a reducao da
concentracdo de O,, sem alterar a pressdo geral dos frascos, porém aumentando a
concentracdo de CO,. Para as incubag¢des, foram utilizados quatro frascos em cada tratamento

com 20 sementes em cada frasco (Cécel & Barbedo, 2021).
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Todos os respirdmetros foram encaminhados para incubacdo em BOD sem luz, nas
respectivas temperaturas. Passados os periodos definidos, foram avaliados com o uso do
respirometro o consumo de O, e a produgdo de CO, pelas sementes em cada respirdmetro,
como descrito anteriormente. Ao final da incubagdo, as sementes foram retiradas dos
respirometros e avaliadas quanto a sua viabilidade, através do teste de germinagdo, como
descrito por Delgado & Barbedo (2007) fazendo uso de 10 sementes por repetigao.

Quantificacao de acucares totais - Amostras de sementes de cada um dos tratamentos
foram congeladas em tubos Falcon logo apos a incubagdo e posteriormente liofilizadas. Foi
separada aleatoriamente uma semente de cada uma das quatro repeticdes de cada tratamento,
além de uma quinta, também sorteada aleatoriamente, entre os tratamentos. As sementes
liofilizadas tiveram seu tegumento removido, entdo foram maceradas, tiveram a massa
determinada, armazenadas individualmente em tubos tipo Eppendorf de 2ml identificados.
Depois disso, em cada tubo foi colocado 1,5 ml de etanol 80% e o conteido foi
homogeneizado. As amostras foram entdo levadas ao banho-maria, sob 60°C, por 15 minutos,
para inativagdo de enzimas (Pollock & Jones, 1979). Os precipitados foram re-extraidos, por
mais quatro vezes € os sobrenadantes juntados em tubos do tipo Falcon, onde foram
concentrados em evaporador rotatorio sob 40° C, até cerca de 1 mL, sendo considerados os
extratos brutos. As amostras foram secas, e posteriormente ressuspensas em Iml de agua
quente, filtradas e acrescidas de 100 pl de cloroformio, depois homogeneizadas e
centrifugadas a 10.000 rpm, durante 5 minutos. Posteriormente, as amostras foram realocadas
em novos tubos, tendo a preocupacao de extrair com a pipeta apenas a dgua, onde os aglcares
estavam dissolvidos. Mais uma vez, 100 ul de cloroféormio foram adicionados, sendo as
amostras homogeneizadas e centrifugadas, a 10.000 rpm, por 2 minutos. Os conteudos de
agua com agucares foram realocados em novos tubos. As amostras foram dissolvidas na

propor¢ao de 10 ul de solugdo para 490 ul de 4gua ultrapura (Milli-Q®) e analisadas quanto
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aos contetidos de actcares em HPLC de ions, tendo glucose, frutose e sacarose como
padrdes, nas dissolugdes de 50 ug por litro (Itaya et al., 1997).

Quantificacdo de amido - A extra¢dao e quantificagdo de amido seguiram o método
descrito por Amaral et al. (2007). Ao precipitado resultante da extracdo de agtlcares totais
foram adicionados 0,5 ml (120 U/ml) de a-amilase (Megazyme, Irlanda) diluida em tampao
MOPS 10 mM, pH 6,5. As amostras foram incubadas sob 75° C por 30 minutos. Em seguida,
as amostras foram resfriadas até 50° C e nelas foram adicionadas 0,5 ml de uma solu¢ao
contendo 30 U/ml de amiloglucosidase (Megazyme, Irlanda) em tampao de acetato de sédio
100 mM, pH 4,5. As amostras foram incubadas sob 50° C por 30 minutos. Apos as
incubagdes supracitadas, os processos foram repetidos mais duas vezes. Os extratos foram
centrifugados a 10.000 rpm por 2 minutos para retirada de aliquotas de 40 pl, as quais foram
adicionados 600 pl do reagente Glicose PAP Liquiform (CenterLab, Brasil), contendo as
enzimas glucose-oxidase (~11.000 U/ml) e peroxidase (~700 U/ml), 290 umol/l de
4-aminoantipirina ¢ 50 mM de fenol, pH 7,5. Apos incubagdo de 15 minutos sob 37° C, o teor
de glicose foi determinado em leitor de microplacas de ELISA a 490 nm, tendo curva padrao
como métrica.

Todos os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado
e os dados obtidos foram analisados estatisticamente pelo teste F, a 5%. Quando significativo,
as médias foram comparadas entre si pelo teste de Tukey, também a 5% (Santana e Ranal,

2004).

RESULTADOS E DISCUSSAO
As sementes de Eugenia uniflora, incubadas por 10 dias sob 5°C e por 2 dias sob
25°C, semelhante ao observado por Cécel & Barbedo (2021), mantiveram-se viaveis durante

todo o periodo de incubagdo nas diferentes concentragdes de O, e CO, testadas (tabela 1)
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indicando que possuiam metabolismo ativo. Essa massa de sementes respirantes apresentou
maior atividade na temperatura maior (25°C), demonstrada tanto pelos valores mais elevados
de consumo de O, e liberagao de CO, (tabela 2), quanto pelo maior consumo de carboidratos
(tabela 3). Nessa mesma temperatura, quando foi fornecido 20,9% de O, e 0,03% CO,, as
sementes acumularam cerca da metade (289,75ug.gMS™") do valor de carboidratos, em
comparacdo aos tratamentos cujo percentual de oxigénio foi suprimido ou reduzido,
respectivamente, 574,65ug.gMS™! e 589,75ug.gMS™! (tabela 3). J4 a 5°C, ndo houve diferenca
significativa entre esses mesmos tratamentos, para valores de agucares soluveis, indicando
que baixas temperaturas reduzem a atividade metabolica. De modo interessante, nessa
temperatura, os niveis de sacarose foram maiores nas sementes mantidas somente com O,,
indicando que o metabolismo desse carboidrato foi reduzido nessa condigdo, como também
observado em outros trabalhos (Zhu et al., 1997; Echeverria, 1998; Terauchi et al., 2000), que
demonstram o papel das baixas temperaturas no acimulo de sacarose A maior atividade
respiratoria na temperatura mais elevada ja era esperada, como ja verificado em sementes de
outras espécies (Garwood & Lighton, 1990; Lamarca & Barbedo, 2012; Valle ef al,, 2021) e,
também, do mesmo género da espécie estudada (Lamarca et al., 2020; Cécel & Barbedo,
2021). Tal observagao pode ser explicada, segundo Ruelland e Zachowski (2010), pois baixas
temperaturas reduzem a acdo das enzimas glicose-6-fosfato desidrogenase e malato
desidrogenase, como demonstrado por Marini et al. (2012) que avaliaram a agdao da
temperatura sobre atividade das enzimas malato desidrogenase e glicose-6-fosfato. Esses
autores verificaram que sob temperaturas mais baixas (15°C) ocorreu significativa reducao da
atividade dessas enzimas em comparacdo as sementes mantidas a 35°C, indicando menor
atividade na respiragao celular. Esses resultados foram utilizados para caracterizar o processo
de deterioragdo de sementes de arroz sob diferentes temperaturas de armazenamento. A

funcdo dessas enzimas esta relacionada como segue: a glicose-6-fosfato desidrogenase opera
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na rota alternativa das pentoses monofosfatadas, responsavel pela manuten¢ao do nivel de
NADPH nas células (Lin et al. 2005); e a enzima malato desidrogenase catalisa a conversao
de malato a oxaloacetato, no ciclo do acido tricarboxilico, além de participar da
movimentagdo de malato através da membrana mitocondrial (Tunes et al., 2011).

No presente trabalho, entretanto, mesmo sob temperatura mais baixa, verificou-se
atividade respiratéria, o que demonstra que, apesar de reduzir significativamente a atividade
metabolica de sementes, as baixas temperaturas nao sao suficientes para cessar por completo
o metabolismo das mesmas e possibilitar armazenamentos a longo prazo. Valores similares
foram obtidos por Lamarca et al. (2020), em seu trabalho sobre taxas respiratorias de Eugenia
pyriformis (Cambess.), com sementes incubadas a 10°C. Na atmosfera normal (20,9% O, e
0,0% de CO,) e em temperatura proxima a condicdo em que as sementes sdo dispersas
(25°C), o consumo de O, foi praticamente duas vezes maior que a liberacao de CO,,
resultando em quociente respiratorio de 0,49 (tabela 2), o que sugere a presenca de outros
processos oxidativos além da respiragdo. Essa diferenca no consumo de O, e na liberagao de
CO, também foi observada para outras sementes recalcitrantes, mas nao em ortodoxas
hidratadas até os niveis das recalcitrantes (Bonjovani & Barbedo, 2019).

Os menores valores de carboidratos totais nas sementes incubadas na temperatura
mais elevada (25°C), sob atmosfera normal (20,9% de oxigénio e 0,03% de dioxido de
carbono), na tabela 3, sugerem maior consumo dos mesmos para a respiracao, sendo sua
concentracdo, em média, 50% menor que a concentragdo dos valores de carboidratos totais de
sementes incubadas a 5°C, sob a mesma atmosfera. Contudo, entre todos os tratamentos ndo
houve diferengas nos valores de amido (tabela 3). Quando ndo estao sendo mobilizados para
a geracdo de energia, os carboidratos podem ser agrupados em macromoléculas, como
polissacarideos, e armazenados como reservas energéticas, tal qual o amido em plantas

(Dernardin & Silva, 2009). Neste trabalho, foi avaliada a condigao inicial de armazenamento
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que incluiu o consumo de carboidratos soluveis. E possivel supor, portanto, que o tempo de
incubagdo ndo tenha sido suficiente para esgotar os agucares soluveis utilizados na
respiragdo, ndo sendo necessario recorrer as reservas de amido. A sele¢do dos periodos
avaliados neste trabalho foi baseada no fato de que periodos maiores de incubagdo poderiam
iniciar tanto a germinacao quanto processos de deterioracdo, afetando os objetivos do
presente trabalho. Além disso, a propria respiracdo das sementes, mantidas em periodos
superiores, poderia elevar a concentracdo de CO, na atmosfera a niveis toxicos para essas
sementes, como demonstrado por Cécel & Barbedo (2021).

Os resultados de consumo de O,, de liberagdao de CO, e de agucares totais auxiliaram
na compreensao dos efeitos benéficos do armazenamento de sementes recalcitrantes sob
baixas temperaturas, pois o acumulo de agtcares totais a 5°C pode ter ocorrido porque a taxa
metabolica foi menor, de modo semelhante ao observado por Bonjovani & Barbedo (2019),
Gasparin et al. (2020), e Elias et al. (2023), para consumo de oxigénio e liberacao de didxido
de carbono inclusive de outras espécies de Eugenia (Andrade & Ferreira, 2000; Kohama et
al., 2006). Contudo, no presente trabalho, o acumulo de carboidratos que ndo foram
consumidos em sementes de E. wuniflora pode indicar diminui¢do do metabolismo,
contribuindo para um melhor entendimento da influéncia das atmosferas modificadas no
processo do consumo desse tipo de reservas.

Em relagdo a atmosfera modificada, ficou evidente que a redugdo da concentragao de
O, e elevacao da de CO, ocasionou redugdo das taxas respiratorias das sementes de E.
uniflora na temperatura mais elevada (tabela 2). Cécel & Barbedo (2021) observaram
reducdo nas taxas respiratorias quando as sementes de E. brasiliensis foram submetidas a
atmosfera com reducdo da concentragao de O, (de 20,9% para até 11,8%) e aumento da de
CO, (de 0,03% para até 3,7%), porém sem identificar se os principais efeitos foram devidos

ao aumento de um gas ou a redugdo do outro. No entanto, no presente trabalho verificou-se
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que a redugdo da concentragdo de O,, isoladamente, ndo teve o mesmo efeito que quando
acompanhada de aumento na concentragao de CO..

Segundo Fonseca et al. (2002), a reducao nas taxas respiratorias devido a redugdo na
concentracdo de O, deve-se provavelmente a reducdo da atividade metabolica como um todo,
incluindo ndo apenas a respiragao, mas também a reducao da atividade de oxidases como
polifenoloxidase, oxidase do acido ascoérbico e oxidase do acido glicolico. A reducao da
respiragdo em funcdo da elevacdo da concentracdo do CO, ndo ¢ tdo clara. Ha algumas
hipdteses sobre a alteracdo nas taxas respiratorias quando em elevada concentragdo de CO,,
como a simples reagdo de inibi¢do a alta concentragdo, uma vez que o CO, ¢ produto da
propria respiragao (Wolfe, 1980), algum efeito na atividade mitocondrial (Fonseca et al.
2002) ou em enzimas do ciclo do acido tricarboxilico (Kader, 1989), entre outros. Os dados
do presente trabalho demonstraram que a 25°C, a elevagao da concentracdo do CO, reduziu
as taxas respiratorias das sementes recalcitrantes de E. uniflora, visto tanto pela reducao do
consumo de O, e emissdao de CO, (tabela 2), quanto pelo menor consumo de carboidratos
soluveis (tabela 3). As sementes incubadas nesta atmosfera (25°C) modificada nao apenas
puderam manter suas reservas de amido, como também ndo consumiram os agucares livres
tao intensamente quanto as dos demais tratamentos (na mesma temperatura), que sao de uso
mais imediato para a manutencdo das fungdes fisioldgicas do embrido (Carvalho &
Nakagawa, 2012). No entanto, sob temperaturas baixas, ndo foi observado o mesmo
resultado, pois a presenca de O, e a auséncia de CO, culminaram no maior acimulo de
carboidratos totais.

Deve-se salientar que a redugao do O,, ndo pelo aumento de CO,, mas pelo aumento
do N,, ndo promoveu a mesma reducao nas taxas respiratdrias, sugerindo que o controle da
respiragdo das sementes foi devido ao aumento do CO,. Portanto, ¢ possivel associar a

temperatura a respiragdo celular de sementes com o consumo de suas reservas energéticas, o
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que, consequentemente, poderia permitir armazenamento por maiores periodos que os obtidos
até entdo. No presente trabalho foi observado que a quantidade de CO, liberado nao ¢
equivalente a quantidade de O, consumida (Tabela 2), indicando que parte do oxigénio foi
consumido por processos oxidativos. Tal resultado ndo diferiu entre as duas diferentes
temperaturas analisadas (5°C e 25°C), indicando atividade oxidativa, exceto no tratamento a

25°C cujo percentual de CO, foi aumentado, porém ainda indicando atividade oxidativa.
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Tabela 1. Germinacdo de sementes de FEugenia uniflora ao final dos tratamentos de
incubagdo em duas temperaturas (5 °C e 25 °C, respectivamente por 10 e 2 dias) e trés
atmosferas (20,9% de O, e 0,0% de CO,, 18% de O, ¢ 0,0% de CO,, 18% de O, ¢ 3% de
CO,). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, nas colunas, pelo teste de
Tukey a 5%.

Temperatura Concentracdo de O, (%) Concentracdao de CO, (%) Germinacdo (%)
5°C 20,9 0,0 82 a
5°C 18,0 0,0 77 a
5°C 18,0 3,0 84 a
25°C 20,9 0,0 88 a
25°C 18,0 0,0 90 a
25°C 18,0 3,0 95a

Tabela 2. Consumo de O, e liberagdo de CO, de sementes de Fugenia uniflora incubadas em
duas temperaturas (5 °C e 25 °C, respectivamente por 10 e 2 dias) e trés atmosferas (20,9%
de O, e 0,0% de CO,, 18% de O, e 0,0% de CO,, 18% de O, e 3% de CO,) e Quociente
Respiratorio (QR). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, nas colunas, pelo
teste de Tukey a 5%.

Temperatura Concentracao (%) de Consumo de O, Liberacao de CO, QR
0, CO, (umol.gMS™' h™h) (umol.gMS™'.h')

5°C 20,9 0,0 0,56 ¢ 0,29 ¢ 0,56
5°C 18,0 0,0 * * *
5°C 18,0 3,0 0,29 ¢ 0,14 ¢ 0,56
25°C 20,9 0,0 9,72 a 4,73 a 0,49
25°C 18,0 0,0 8,60 a 5,18a 0,60
25°C 18,0 3,0 5,39b 1,16 b 0,20

* amostras perdidas

Tabela 3. Quantificacdo dos aglicares livres, aglicares totais (Soma entre glucose, frutose e
sacarose) e amido em sementes de Eugenia uniflora incubadas em duas temperaturas (5 °C e
25 °C, respectivamente por 10 e 2 dias) e trés atmosferas (20,9% de O, e 0,0% de CO,, 18%
de O, e 0,0% de CO,, 18% de O, e 3% de CO,). Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem entre si, nas colunas, pelo teste de Tukey a 5%.

Temperatura Concentra¢do (%) CHO Totais ~ Agctcares Soluveis (ug.gMS™')  Amido

0, CO, (ug.gMShH  Glu Fru Sac (%)
5°C 20,9 0,0 550,08a  175775a 2243ab 150,02b 12,63a
5°C 18 0,0 393,87ab  136,08ab 14553b 11226c¢ 13,78 a
5°C 18 3,0 463,21ab 173,662 168,44b 121,11c 16,83a

25°C 20,9 0,0 283,35b 81,84c  103,07c 9844c 1551a
25°C 18 0,0 574,65a  168,51a 206,88b 19926a 10,34a

25°C 18 3,0 589,75 a 162,48a 261,23a 16599b 15,60a
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4. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

O método do tipo “vacuo compensado” demonstrou ser eficiente na geracdo de
atmosferas modificadas para o controle da atividade respiratoria de sementes recalcitrantes,
isolando a atuagdo dos gases envolvidos, além de responder a questdo levantada por Cécel e
Barbedo (2021), atribuindo a reducdo da respiracdo aos elevados niveis de dioxido de
carbono na atmosfera sob a qual as sementes foram incubadas. Os resultados evidenciaram
que a reducdo do oxigénio, sem adi¢do de didoxido de carbono as atmosferas modificadas,
pode promover efeitos indesejados na conservacdo de sementes recalcitrantes, como o
aumento da atividade oxidativa, que ja se sabe ser deletéria.

A técnica para a geracdo de atmosfera modificada demonstrou ser uma ferramenta de
ampla aplicacdo para a redu¢do do metabolismo respiratorio de sementes recalcitrantes e
quaisquer outros materiais bioldgicos que apresentam a taxa de deterioragdo condicionada
por sua respiracdo. A padronizagdo de tal técnica favorece a sua replicagdo e eventuais
apontamentos para melhorias. Além disso, o método desenvolvido neste trabalho pode
contribuir para o entendimento da fisiologia das sementes recalcitrantes, somando-se a varios
outros trabalhos que vém investigando a ecologia, anatomia e fisiologia dessas ha varias
décadas.

A relagdo entre a respira¢do e quantificacdo de carboidratos aponta que o dioxido de
carbono em niveis suficientes ¢ capaz de reduzir a respiragdo de sementes recalcitrantes,
como constatado pela redugdo do consumo de oxigénio e liberagdo do didxido de carbono. O
menor consumo de reservas de carboidratos no tratamento com maior percentual de dioxido
de carbono foi atribuido, a principio, ao fechamento dos estomatos descritos em sementes de
pitanga, reduzindo a disponibilidade de oxigénio para a respiragao.

A associagdo entre atividade respiratdria e consumo de reservas energéticas de
sementes recalcitrantes mostrou-se uma ferramenta adequada para avaliagao da mobilizagao
de suas reservas de carboidratos, quando incubadas sob misturas com diferentes proporgdes
de gases para gera¢do de atmosferas modificadas, exemplificando a a¢do do ambiente sobre
as fungdes fisiologicas, como a atividade respiratoria.

A atividade oxidativa ainda demonstra ser uma barreira prevalente na conservacao de
sementes recalcitrantes. Os tratamentos cujo percentual de oxigénio foi reduzido sem a
adicdo de didxido de carbono foram os tratamentos nos quais a taxa oxidativa foi maior.
Entende-se, a partir de consultas a literatura (Barbosa et al., 2010) e da analise dos dados de
quociente respiratorio, que menores niveis de oxigénio favorecem espécies reativas de

oxigénio (EROs ou ROS). Portanto, estudos com incubacdo de sementes recalcitrantes sob
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atmosferas modificadas cujo percentual de oxigénio seja igual ou superior aos valores
encontrados na atmosfera terrestre, somado ao aumento de didxido de carbono, podem
colaborar ainda mais para a conservacdo de sementes, através da reducdo da atividade
respiratoria e oxidativa, e pode ser uma contribuicio a conservacdo de sementes

recalcitrantes.
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