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RESUMO

O cacau ¢ uma espécie recalcitrante, pois suas sementes apos a maturidade fisioldgica nao
sofrem dessecacdo natural e sdo dispersas com altos teores de d4gua no ambiente. Uma das
dificuldades para a conservacdo de espécies recalcitrantes ¢ a menor tolerdncia a baixas
temperaturas e a baixos teores de 4gua, uma vez que ndo sobrevivem por longos periodos de
armazenamento. Essa sensibilidade durante o armazenamento esta relacionada com a resposta
ineficiente de mecanismos de defesa a condigdoes de estresse. Esses mecanismos, como as
enzimas antioxidantes, como a superéxido dismutase (SOD), s@o responsaveis por remover 0s
radicais livres que ocasionam a morte celular. O presente trabalho teve por objetivo determinar
a atividade da enzima superdxido dismutase (SOD) como marcador bioquimico de
sensibilidade a secagem em sementes recalcitrantes de cacau (7Theobroma cacao L). Para isso,
dois lotes de sementes de cacau, extraidos de frutos maduros, foram submetidos a secagem
continua em estufa com circulagdo de ar for¢ada a 36 = 2°C para a obtencao dos tratamentos
com diferentes teores de dgua. Os tempos de secagem foram: 0 h, 3 h, 6 h, 9 h, 12 h, 15 h, 18
h, 21 h, 24 h, 27 h, 30 h. As sementes de cada tratamento foram avaliadas quanto ao teor de
agua e quanto ao potencial fisioldgico por meio do teste de germinacao e do teste de tetrazolio.
Além disso, as sementes de todos os tratamentos de ambos os lotes foram submetidas a analise
bioquimica para a avaliacdo da atividade da enzima SOD. Houve reducdo na viabilidade
avaliada pelo teste de germinagdo e tetrazolio, em ambos os lotes, a medida que ocorreu a
secagem. O teor de dgua critico das sementes foi atingido no teor de agua 43,61% (lote 1) e no
teor de agua de 66,04% (lote 2). A atividade da SOD foi diferente entre os lotes, entretanto, no
lote 2, a queda da SOD ocorreu apds as sementes atingirem o teor de agua critico. Logo, essa

enzima pode ser utilizada como marcador de sensibilidade a secagem para lotes com qualidade.

Palavras-chave: Semente recalcitrante. Theobroma cacao L. Qualidade de sementes.



ABSTRACT

Cocoa is a recalcitrant species, as its seeds do not suffer natural desiccation after physiological
maturity and are dispersed with high water contents in the environment. One of the difficulties
in conserving recalcitrant species is their lower tolerance to low temperatures and low water
content, as they do not survive long periods of storage. This sensitivity during storage is related
to the inefficient response of defense mechanisms to stress conditions. These mechanisms, such
as antioxidant enzymes, such as superoxide dismutase (SOD), are responsible for removing the
free radicals that cause cell death. The aim of this study was to determine the activity of the
enzyme superoxide dismutase (SOD) as a biochemical marker of drying sensitivity in
recalcitrant cocoa seeds (Theobroma cacao L). For this, two batches of cocoa seeds, extracted
from mature fruit, were subjected to continuous drying in a forced-air oven at 36 + 2°C to obtain
treatments with different water contents. Drying times were: 0 h,3 h, 6 h, 9 h, 12 h, 15 h, 18 h,
21 h, 24 h, 27 h, 30 h. The seeds from each treatment were evaluated for water content and
physiological potential using the germination test and the tetrazolium test. In addition, the seeds
from all the treatments in both batches were subjected to biochemical analysis to assess the
activity of the SOD enzyme. There was a reduction in viability as assessed by the germination
and tetrazolium tests in both batches as they dried. The critical water content of the seeds was
reached at 43.61% water content (batch 1) and 66.04% water content (batch 2). The activity of
SOD was different between the batches, however, in batch 2, the decrease in SOD occurred
after the seeds reached the critical water content. Therefore, this enzyme can be used as a marker

of sensitivity to desiccation for quality lots.

Keywords: Recalcitrant seeds. Theobroma cacao L. Seed quality.
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1. INTRODUCAO

O processo de maturagdo de sementes tem grande influéncia no sucesso da germinagao e,
no final deste processo ocorre uma perda consideravel de 4gua da semente para o meio. Esse ¢
um processo natural e ocorre de maneira diferente para cada espécie. Em espécies ortodoxas,
as sementes naturalmente passam pela dessecagdo natural e se mantem vidveis por maior
periodo mesmo armazenadas em baixas temperaturas e baixos teores de agua (Roberts, 1973;
Carvalho; Nakagawa, 2000). Ja as sementes recalcitrantes, que sdo liberadas na natureza com
alto teores de dgua e que ndo sofrem o processo de dessecagdo natural, sobrevivem por um
menor periodo quando armazenadas e submetidas a baixas temperaturas e baixos teores de agua
(Roberts, 1973; Gasparin et al., 2020; Chinthu; Raveendran, 2023). Além desses dois tipos de
sementes hd também as sementes intermedidrias que toleram a secagem parcial, mas sdo
sensiveis a baixas temperaturas (Roberts, 1973). Diante dessa classificacdo, as sementes de
cacau podem ser consideradas como recalcitrantes (Li; Sun, 1999; Martini; Tavares, 2005;
Salles et al., 2019).

O cacau ¢ uma cultura de destaque no Brasil, possui 93.314 estabelecimentos, com mais 436
milhdes de pés de cacaueiros de acordo com o Censo Agropecudrio de 2017. Em 2022, o valor
da produgao foi em torno de 3,5 milhdes de reais, com rendimento médio de 464 kg por hectare
(IBGE, 2019a; IBGE, 2024). Em 2023, o Brasil exportou mais de 47.000 toneladas de derivados
do cacau (em p6, manteiga ou pasta de cacau), apesar da queda de 1,2% em comparagdao com o
ano de 2022. O principal estado exportador foi a Bahia, sendo que o maior importador foi a
Argentina (MDIC, 2023).

Essa cultura foi um importante meio de fixa¢do do produtor rural no campo por permitir
uma agricultura de bases estaveis (Costa et al., 1973). O seu plantio pode se dar por sementes
e por propagacdo vegetativa a fim de se obter plantios clonais, através de técnicas de enxertia
(a partir de porta-enxertos obtidos por semente) ou por estaquia (Sodré, 2017). Dessa forma, a
qualidade fisiologica da semente ¢ extremamente importante, tanto para a obtencdo de porta
enxertos de boa qualidade quanto para a producdo de mudas seminais de exceléncia, sendo
necessario considerar a caracteristica recalcitrante da espécie para a conservagdo das sementes.

A compreensao sobre teores de agua critico e letal das sementes contribui para identificacao
da recalcitrancia, uma vez que esses teores tém sido utilizados como parametro de viabilidade.

As sementes recalcitrantes devem ser mantidas no armazenamento acima dos teores de dgua
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criticos, j& que abaixo destes ha a reducdo da viabilidade, de modo que os teores letais indicam
o sessar da germina¢do das sementes (Nair et al., 2020; Viana et al., 2020).

A sensibilidade a secagem da semente recalcitrante esta relacionada com mecanismos de
protecdo celular. Hendry ef al. (1992), Li e Sun (1999), Francini et al. (2006), Chandra et al.
(2021) e Chinthu e Raveendran (2023), observaram, que a atividade das enzimas removedoras
de espécies reativas de oxigénio, como a superdxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase
(APX), dentre outras, foi alterada com a secagem de sementes de espécies recalcitrantes.
Quanto a SOD, esses autores, Hendry et al. (1992), Li e Sun (1999), Francini et al. (2006) e
Chandra et al. (2021), relataram diminuicao da atividade dessa enzima com a secagem, havendo
peroxidacdo lipidica.

Dessa forma, percebe-se que a SOD apresenta um papel importante no controle da
quantidade de radicais livres, mas sua atividade ¢ afetada com a deterioragdo da semente (Brar;
Kaushik; Dudi, 2019). Essa enzima, durante o processo de eliminagdo de radicais livres, atua
na redu¢do do anion oxigénio (O27) em peroxido de hidrogénio (H202) e na oxidagdo de outro
Oz formando o oxigénio (O2) (Marcos-Filho, 2015).

Observa-se que os marcadores bioquimicos (catalase, superoxido dismutase, glutationa
redutase) sdo importantes ferramentas para a verificagdo da qualidade da semente, pois
permitem uma melhor compreensdo, por exemplo dos mecanismos de protecdo celulares.
Pontua-se a necessidade de trabalhos, que relacionem a identificagdo da atividade enzimatica,
como marcador bioquimico, com os teores de agua criticos da semente. Assim, o trabalho visa
identificar a atividade da enzima Superdxido dismutase (SOD) como marcador bioquimico de
sensibilidade a secagem em sementes de cacau (Theobroma cacao L.), a fim de determinar os
niveis criticos/letais das sementes de cacau, sob diferentes teores de agua, durante o processo

de secagem.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1. IMPORTANCIA DA ESPECIE E FISIOLOGIA DA SEMENTE

A cultura de cacau (Theobroma cacao L.) foi fortalecida no Brasil e em outras regides da
América do Sul, da Asia, da América Central e da Africa, a partir do aumento do consumo na
Europa, devido a comercializagdo que se iniciou na Espanha em 1585. O cultivo de cacau
difundiu-se no Brasil, o qual se destaca pelas favordveis condi¢des edafoclimaticas
(especificamente da regido do Sul da Bahia) que beneficiavam a producdo dessa cultura
(Cuenca; Nazario, 2004). O cacau ¢ nativo do Brasil ¢ ndo endémico, esta distribuido
geograficamente nas regides Norte, Nordeste e Sudeste do Brasil (Colli-Silva; Pirani, 2020).
De acordo com o Censo Agropecuario de 2017, mais de 80% dos estabelecimentos
agropecuarios sao familiares (que apresentavam lavoura permanente de cacau) e a regido com
maior niumero de estabelecimentos foi o Nordeste com 69.040 destes estabelecimentos (73,99%
do total de estabelecimentos) (IBGE, 2019a). A quantidade produzida de cacau (améndoa) no
Brasil, no ano de 2019, foi de 259.425 toneladas (IBGE, 2019b).

O ciclo da cultura do cacau no Brasil, no Sul da Bahia, caracterizou-se por um ciclo
oscilatorio (crescimento/queda), sendo suas quedas justificadas, em sua maioria, por crises
financeiras, queda no preco internacional e queda da produgdo provocada pela doenga vassoura-
de-bruxa (Crinipellis perniciosa) (Caldas; Perz, 2013).

Essa cultura pode ser propagada a partir de sementes ou pelo método de propagacao
vegetativa. A propagacdo por sementes era mais comum antigamente e, na década de 1970, foi
indicada para producdo massal de mudas em viveiros. Quanto ao método de propagacao
vegetativa, este ¢ utilizado para a producdo de clones através de duas técnicas: estaquia e
enxertia, sendo que para essa ultima utiliza-se porta-enxertos de mudas seminais (SENAR,
2018). A necessidade do emprego da propagacdo assexuada em cacaueiros deriva-se da baixa
longevidade das sementes (Marcos Filho, 2005).

As melhores maneiras para a conservacao de germoplasma por longos periodos sdo a partir
das sementes, pois os custos sdao menores, abrigam uma grande diversidade genética,
apresentam pequeno tamanho e melhores condi¢des para armazenamento em comparagao a
estruturas de propagacao vegetativa (Marcos Filho, 2005). Contudo, em relacdo a recalcitrancia
de sementes de cacau, observa-se alta susceptibilidade a perda de dgua, o que dificulta seu
armazenamento (Salles et al., 2019). Sendo assim, verifica-se a importancia de estudos a fim
de compreender melhor a sensibilidade a secagem das sementes de cacau diante da necessidade

da conservagao dessa espécie.
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Quanto a tolerancia de sementes de cacau a secagem, Liang e Sun (2000) identificaram que
a maxima tolerancia de eixos embrionarios maduros de cacau ocorreu sob potencial hidrico de
—9 MPa (quando o potencial atmosférico iguala ao potencial hidrico da tolerdncia méaxima a
secagem) € taxa Otima de secagem (variagdo de dgua por um tempo constante) foi de 0,02 h'l.
Esses parametros, potencial hidrico e taxa de secagem indicados, promoveram menores danos
fisicos e bioquimicos resultantes da secagem. O teor de dgua critico aproximado e a tolerancia
maxima a secagem foram proximos, respectivamente, de 0,7 e 0,63 g de dgua por g de peso
seco (o que equivale a 70% e 63% de teor de 4gua na semente). Os mesmos autores avaliaram
o extravasamento de eletrélitos e a viabilidade dos eixos embrionarios de cacau e verificaram
que potenciais de d4gua menores que -8,5 MPa resultaram em aumento do extravasamento de
eletrolitos dos tecidos do embrido e que potenciais entre -8 a -6 MPa, resultaram em queda da

taxa de sobrevivéncia da raiz, do caule e diminui¢do do comprimento dos eixos.

2.2. DESENVOLVIMENTO E DETERIORACAO DE SEMENTES

A semente ¢ o resultado da fusdo dos nucleos polares e oosfera (do 6vulo) com o nucleo
espermatico (do grao de polen). No desenvolvimento da semente varias etapas acontecem:
histodiferenciagdo celular (divisdo celular), acimulo de reservas nos tecidos e dessecagdo até
atingir a maturidade fisiologica. A dessecagdo ¢ caracterizada pela diminui¢do rapida do teor
de 4gua na semente, que anteriormente se apresentava elevado. A tolerancia a secagem pode
variar entre frutos secos e carnosos, mas também em sementes recalcitrantes e ortodoxas
(Marcos-Filho, 2015).

Apds a semente atingir a maturidade fisiolégica, momento em que a semente possui seu
maximo potencial fisiologico, ela iniciard seu processo de deterioragdo, ou seja, seu
envelhecimento. A deterioracdo ¢ ocasionada por uma série de eventos que modificam a
viabilidade da semente (Marcos-Filho, 2015), desde fatores genéticos a ambientais.

Diante disso, condi¢des adequadas de armazenamento sdo essenciais a fim de manter essa
qualidade adquirida durante a maturagdo. Sementes armazenadas em condi¢cdes de altas
temperaturas e de umidade relativa (condi¢des de viveiro), aceleram a deterioracdo da semente.
Dessa forma, ¢ imprescindivel a utiliza¢ao de técnicas adequadas de armazenamento, tais como
secagem das sementes e exposicdo a baixas temperaturas (Clemente et al., 2024). Contudo, em
sementes recalcitrantes, devido a sensibilidade a secagem, a exposi¢do a essas condigdes €
danosa, afetando sua viabilidade. A influéncia entre o teor de 4gua na deterioragao em sementes

recalcitrantes ndo ¢ bem estabelecida, uma vez que ha diferencas no comportamento entre
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diferentes espécies, quanto a interferéncia da temperatura sobre a deterioracdo, observa-se certa
tendéncia, em que altas temperaturas aceleram a deterioragdo (Amorim; Souza; Barbedo, 2021).

Quando as sementes de FEugenia brasiliensis Lam. (espécie recalcitrante) foram
armazenadas com teor de agua de 52% e potencial hidrico entre -1 a -2 MPa foi identificado
deteriorac¢do, uma vez que a producdo de mudas normais foi afetada. Mas, ao alterar esse teor
de dgua (aumentar ou reduzir) acelerou a deterioragdo (Cecel; Barbedo, 2023). Isso demostra a
alta sensibilidade das espécies recalcitrantes a secagem e o alto grau de dificuldade em se
identificar condi¢cdes adequadas de armazenamento para a conservagao ex situ dessas espécies.

A deterioracdo ¢ caracterizada por uma desordem fisioldgica e por danos celulares na
semente. Foi observado que lotes de cedro vermelho de baixa qualidade fisiologica
apresentaram perda da quantidade de oleo e alteracdes na concentracdo de acidos graxos
poliinsaturados devido a deterioragdo através da peroxidagao lipidica. Observa-se também entre
as possiveis causas da deterioracdo de sementes de cedro vermelho esta a oxidagao de proteinas,
através da geracdo de radicais livres e pelo comprometimento dos mecanismos de protecdo a
essas espécies reativas (Terskikh ez al., 2008).

Além disso, manifestacdes fisiologicas e bioquimicas em sementes sdo observadas com a
deterioragdo. Sementes de girassol expostas a deterioracdo apresentaram redu¢do na velocidade
de germinagdo e de crescimento, aumento da condutividade elétrica, decréscimo da atividade
da enzima SOD ao longo do envelhecimento, bem como aumento da atividade das enzimas
peroxidase e ascorbato peroxidase. A diferenca entre vigor de lotes impacta nessa manifestacao,
de modo que os lotes que apresentavam menor vigor manifestaram mais rapidamente os danos
da deterioragdo (Morais et al., 2021). Da mesma forma, foi observado em sementes de salgueiro
(Salix nigra) coletadas e armazenadas nos anos de 2000, 2006 e 2016, que aquelas armazenadas
por mais tempo tiveram o aumento no vazamento de eletrolitos, diminui¢cdo da germinagao,
degradacdo da membrana celular, fragmentacdo do DNA, diminuicdo da solubilidade proteica
e alteragdes nas composi¢des de acidos graxos, evidenciando a oxidagdo lipidica (Lopez-

Fernandez et al., 2018).

2.3. ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (ROS) E MECANISMO DE PROTECAO

No processo de fosforilagdo oxidativa, os carboidratos, lipidios e aminoacidos sdo oxidados
na mitocondria para a sintese de energia estocada (ATP). Mas, inevitavelmente, na respiracao
aerdbica dos organismos ha a produg¢do de subprodutos de espécies reativas de oxigénio (ROS).

Essas espécies, tais como: radicais livres superoxido e hidroxila e o peroxido de hidrogénio,
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sdo altamente reativas e danosas, sendo capazes de ocasionar danos moleculares nas enzimas,
no material genético e nos lipidios. A relevancia do potencial danoso dessas espécies € o efeito
mutagénico devido a oxidagdo do material genético. Alguns fatores contribuem para que haja
o aumento da producado dessas espécies: quando ha um desbalanco na quantidade de carreadores
de elétrons (NAD+ e NADH) e do aceptor de elétrons ou quando hé a diminui¢do na produgao
de ATP (por escassez de ADP ou oxigénio). Como meio de controlar o dano oxidativo, ha a
sintese de enzimas que capturam os ROS, tais como superdxido dismutase, glutationa
peroxidase e catalase, convertendo em produtos menos toxicos (Nelson; Cox, 2014).

Tem sido visto que a SOD, a catalase e a glutationa redutase durante o envelhecimento de
sementes de soja aumentaram suas atividades em um determinado periodo de armazenamento,
controlando radicais livres e depois, reduziram as atividades dessas enzimas a medida que
houve perda do vigor dos lotes. Além disso, sementes com diferentes vigores (alto, médio e
baixo) manifestaram distintas respostas quanto a atividade das enzimas, as sementes com alto
vigor apresentaram maior atividades das enzimas do que sementes com médio e baixo vigor
(Usha; Dadlani, 2016). Isso pode indicar como a diferenc¢a de qualidade de lotes pode interferir
na resposta enzimatica.

Em sementes de girassol verificou-se que essas enzimas removedoras de radicais livres sdo
de extrema importancia para a prote¢ao celular da semente, pois possuem ac¢ao antioxidante. A
SOD atou como primeira via de defesa, removendo o radical superéxido em peroxido de
hidrogénio, enquanto as enzimas peroxidases agiram neutralizando o peréxido de hidrogénio.
Porém, a exposicdo da semente a deterioracao prejudicou ndo somente a qualidade fisiologica
da semente, mas também a atividade das enzimas antioxidantes (Morais et al., 2021).

O mesmo aconteceu em sementes de Cucumis sativus expostas ao envelhecimento
acelerado. Foi observado o declinio da qualidade fisioldgica das sementes e do vigor e aumento
dos radicais livres durante a deterioracdo. Durante essa exposi¢do as enzimas catalase,
peroxidase e superoxido dismutase atuaram na defesa contra essa condicao estressante. A SOD,
por exemplo, aumentou sua atividade no segundo dia de envelhecimento, mas a partir do quarto
dia, diminuiu sua atividade. Isso ocorreu devido ao estresse, uma vez que a exposi¢do das
sementes a altas temperaturas e alta umidade provocou o declinio da atividade da enzima
(Ahmad et al., 2021). Similarmente, em sementes de Amaranthus lividus L. expostas a
diferentes tratamentos de choque térmico para indu¢do de germinacdo, a medida que aumentava
o tempo de exposi¢do houve a diminui¢do na atividade de enzimas removedoras de radicais
livres e aumento dos radicais, por conseguinte houve o acréscimo de peroxidacgao lipidica e de

danos nas membranas celulares (Bhattacharjee; Mukherjee, 2003).
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Em sementes recalcitrantes varios sdo os danos observados quando ha o prejuizo nas
enzimas antioxidantes. Nas sementes recalcitrantes de Quercus robur L, com o declinio da
atividade da enzima superoxido dismutase, no eixo embriondrio, a partir da secagem da
semente, ocorreu o acimulo de radicais livres e o aumento da peroxidagao lipidica nos eixos
(Hendry et al., 1992). Esse declinio da superéxido dismutase, durante a secagem, também foi
identificado nas sementes de cacau. A sensibilidade a secagem dessa semente esté relacionada
com a diminuigdo das atividades das enzimas removedoras de radicais livres, tais como a
superdxido dismutase durante a diminui¢do do contetido de dgua dos eixos embrionarios de
sementes de cacau ao longo da secagem. Nos tecidos do cotilédone, a atividade da enzima
superoxido dismutase reduziu com a secagem, verificando-se, conjuntamente, aumento de
produtos da peroxida¢ado lipidica (Li; Sun, 1999). Diante disso, observa-se a importancia das
enzimas antioxidantes na defesa celular, mas também a sensibilidade desses mecanismos de

protecdo, principalmente frente a deterioracdo e secagem.
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3. MATERIAIS E METODOS

Foram analisados dois lotes de sementes de cacau, provenientes de frutos maduros
adquiridos nas Centrais de Abastecimento de Campinas (CEASA de Campinas). Apos o
recebimento dos frutos, as sementes foram extraidas e beneficiadas para a remocao da polpa
por meio da fricgdo manual em peneira de areia fina. Feito isso, as sementes foram
homogeneizadas e lavadas em agua corrente com posterior secagem superficial com o auxilio
de papel toalha.

Apos a secagem superficial, as sementes foram submetidas a secagem continua em estufa
com circulagdo de ar forcada a 36 °C para a obtencdo dos 11 tratamentos considerando
diferentes tempos de secagem, espagados a cada trés horas, num total de 30 horas. Dessa
maneira, os tempos de secagem realizados foram: O h, 3h, 6 h, 9 h, 12 h, 15h, 18 h, 21 h, 24 h,
27 h, 30 h. Para a secagem, as sementes foram colocadas dentro de sacos de filé6 contendo 42
sementes para cada repeticao dos tratamentos. Os sacos foram fechados com barbante. Esse
experimento foi feito em delineamento inteiramente casualizado.

As sementes de cada tratamento foram avaliadas quanto ao teor de agua (4 repetigdes de 5
sementes) e quanto a germinacdo (4 repeticdes de 25 sementes) e viabilidade pelo teste de
tetrazolio (4 repeticdes de 10 sementes). Na determinacdo do teor de dgua, em base seca,
utilizou-se o método da estufa a 105 + 3 °C durante um periodo de 24 horas (Brasil, 2009).

Para o teste de germinagdo, avaliou-se as sementes que germinaram em vermiculita, em
caixa plastica “gerbox” fechada a 25 °C seguindo a metodologia de Voigt et al. (1995) com
adaptacdes. O substrato foi umedecido a 60% da capacidade de retengdo de agua. As avaliagdes
de plantulas normais foram realizadas considerando as sementes que haviam emitido a raiz
priméria e as raizes secundarias. No lote 1 realizou-se quatro avaliacdes da germinagdo, sendo
a avaliagdo final realizada ao 26° dia apds a instalagdo do teste. No lote 2 foram feitas trés
avaliagdes, finalizando no 27° dia. A avalia¢do final foi determinada considerando o tempo em
que houve estabilizacdo da formacdo de plantulas normais.

O teste de tetrazdlio foi realizado visando avaliar a viabilidade das sementes de cacau. A
partir de um pré-teste, a concentragcdo adequada de 0,075% e o tempo de imersdo na solucdo de
tetraz6lio de 7 horas foram determinados. As concentragdes testadas no pré-teste foram:
0,075%, 0,1% e 0,5% enquanto os tempos analisados foram: 2 h,3 h,4h,5h,6 he 7 h.

Antes de colocar as sementes em imersao na solugao de tetrazodlio, estas foram envolvidas
em papel de germinacdo umedecido na proporcao de 2,5 vezes a massa do papel seco e mantidas

em temperatura ambiente por 6 horas. O tegumento das sementes foi removido com auxilio de
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uma lamina de barbear, priorizando o corte lateral superficial, na regido oposta ao eixo
embriondrio. Apos isso, colocou-se as sementes de cada tratamento em solucgdo de tetrazélio na
concentragdo de 0,075% por 7 h. Decorrido esse tempo de embebicao, foi feita a lavagem das
sementes em agua corrente, as quais foram mantidas em 4gua em Biochemical Oxygen Demand
(BOD) a 25 °C até o momento de analise. Para esse teste, analisou-se a viabilidade das sementes

de cada tratamento de acordo com a classificacdo a seguir (Tabela 1 e Figura 1).

Tabela 1 - Classes de viabilidade de semente de cacau para o teste de tetrazolio.

Classe 1 Viavel. Eixo embrionario com coloragao rosa.

Viavel. Eixo embrionério com tonalidade rosea. Presenca de pequenas
Classe 2 .. o ,

manchas com cor rosa mais intenso menor que 50% da area total.
Viavel. Eixo embriondrio com cor rosa mais intenso que representa mais
Classe 3 0 ;
de 50% da area total.

Nao viavel. Eixo embrionario com mais de 50% da tonalidade branca,

Classe 4 : R
mescladas com tonalidades résea intensa.

Classe 5 Mortas. Eixo embriondrio completamente branca.

NRN

Classe 1 Classe 2 Classe 3 Classe 4 Classe 5

Figura 1 - Andlise de viabilidade de sementes de cacau pelo teste de tetrazolio. Classe 1: Eixo
embriondrio como coloragdo rosa. Classe 2: Eixo embriondrio com pequenas manchas de cor
rosa mais intenso. Classe 3: Eixo embrionario com cor rosa mais intenso em mais de 50% da
area total. Classe 4: Eixo embrionario de coloragdo branca em mais de 50% da area total. Classe
5: Eixo embrionario completamente branco.

Além disso, 8 sementes de cada tratamento foram separadas e congeladas em freezer (-10
°C) para posterior avaliagdo da atividade da enzima SOD. No dia da avaliagdo da atividade da
SOD, descongelou as sementes e retirou o eixo embriondrio para o preparo do extrato. Para a
determinag¢do da atividade foi feito o preparo do meio de reacdo e obtengdo do extrato
enzimatico bruto a partir dos eixos embrionarios de cacau. Posteriormente, os tubos de ensaio
foram separados para a reagdo de reducdo do NBT (em A amostra; A controle “sem luz”; e A
controle “com luz”), em que foram adicionados em cada tubo o meio de reacdo, sendo que

somente no tubo “A amostra” adicionou-se o extrato bruto. Houve o ajuste do
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espectrofotometro para leitura no comprimento de onda de 560 nm (anteriormente zerado com
agua desmineralizada). Foram anotados os valores de absorbancia das amostras para o calculo
da determinacdo da atividade da SOD. O célculo da determinacdo da atividade da superdxido
dismutase consiste na analise da porcentagem de inibi¢ao da fotorreducao da amostra analisada,
a partir da subtragdo da porcentagem total (100% de absorbancia) pela porcentagem de
absorbancia liquida (obtido pela “Absorbancia da amostra” menos “Absorbancia do controle
no escuro”, dividindo o resultado pela Absorbancia do controle no claro e multiplicando o valor
por 100), metodologia proposta por Sekita (2012), com adaptagdes.

A equagdo usada para determinar a taxa de secagem (TS) em funcdo do teor de dgua das
sementes (TA), expressa em porcentagem, foi:
_ (TA (tempo de secagem) — TA(tempo OR)) <1

TA(tempo Oh)

Os resultados de viabilidade pelo teste de germinacdo e pelo teste de tetrazdlio foram

00

TS(%)

submetidos a analise de variancia (ANOVA) e, quando houve efeito significativo, as médias

foram analisadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Verificou-se a reducdo no teor de 4gua nas sementes de cacau com a exposic¢ao aos diferentes
tempos de secagem para ambos os lotes (Figura 2). Para o lote 1, no tempo zero, o teor de dgua
foi de 57,24% atingindo, apos 30 h de secagem, o teor de agua de 26,75%. Ja para o lote 2, o
teor de agua inicial foi de 67,58%, atingindo 23,91% ap6s 30h de secagem.

70,00
®Lote 1 y=-0,0155x2-0,6716x + 59,294
60,00 R2 = 0,9716
4 Lote2 y=-0,0684x2+ 0,7257x + 63,27
R%2=0,9264
50,00
o 40,00 r
é
<
30,00
(]
20,00
10,00
0,00 1 1 1 1 1 1 1 1 1 J

0 3 6 9 15 18 21 24 27 30

12
Tempos de secagem (h)

Figura 2 - Teor de 4gua (em porcentagem) de sementes de 7Theobroma cacao L. dos lotes 1 e
2 em diferentes tempos de secagem em estufa de circulacao forcada a 36° C.

Os dados referentes a taxa de secagem (porcentagem de perda de d4gua em relag@o ao teor de
agua inicial), germinacdo e viabilidade por meio do teste de tetrazdlio estdo apresentados na
Tabela 2. Observou-se que, apds a secagem das sementes, a viabilidade diminuiu para ambos
os lotes, uma vez que as sementes de cacau sdo recalcitrantes e toleram poucas perdas no teor
de dgua (toleram secagem até atingir 63% de teor de 4gua, conforme Liang e Sun (2000)). Para
o lote 2, houve uma perda de dado durante a coleta, no tempo de 24 h de secagem, o qual nao
estd apresentado na Tabela 2. Para o lote 1, quando as sementes atingiram 26,75% de agua,
somente 15% germinaram, o que indica que a porcentagem de germinag¢ao das sementes reduziu
com a secagem delas. O mesmo para o lote 2, a germinagdo foi de 51% quando a semente
atingiu o teor de agua de 23,91%. Seiffert et al. (2006) identificaram que a viabilidade da
semente também diminuiu com a redu¢do do teor de d4gua nas sementes de Protium widgrenii
Engler, indicando a sua sensibilidade a secagem, classificando-a como recalcitrante, de maneira

semelhante ao observado para as sementes de cacau.
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Tabela 2 - Teor de dgua (TA), Taxa de Secagem (TS), Germinagdo (G) e viabilidade por meio
do tetrazolio (TZ), em porcentagem, em sementes de Theobroma cacao L. com diferentes
tempos de secagem em estufa de circulagao forcada a 36 °C para os lotes 1 e 2.

Lote 1 Lote 2
Tempo de secagem  TA TS G TZ TA TS G TZ
(h) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
0 57,24 0,00 68 a 93,33 a 67,58 0,00 72,00 a 82,50 a
3 59,29 3,58 5lab 87,50 ab 63,63 -5,84 83,00 a 82,50 a
6 55,32 -3,35 54 ab 95,00 a 57,69 -14,63 73,00 a 85,00 a
9 53,53 -6,48 6l a 95,00 a 63,38 -6,21 73,00 a 87,50 a
12 48,07 -16,02 40 abcd 82,50 abc 66,04 -2,28 51,00 b 90,00 a
15 42,33 -26,05 46 abc 62,50 abcd 58,35 -13,66 54,42 b 87,50 a
18 43,61 -23,81 26 bcd 65,00 abed 56,20 -16,84 58,39b 82,50 a
21 40,23 -29,72 12d 53,61 bed 53,84 -20,33 60,00 b 92,50 a
24 33,86 -40,85 20cd 46,11 cd - - - -
27 27,45 -52,04 13d 37,50d 32,91 -51,30 51,30 b 30,00 b
30 26,75 -53,27 15d 30,00d 23,91 -64,62 51,00 b 40,00 b
CV (%) 31,34 16,89 24,42 20,60

Uma das hipoteses para a queda da germinacdo com a redug@o do teor de 4gua nas sementes
estd relacionada com a falha de algum mecanismo bioquimico que ndo preservou a viabilidade
da semente (Connor; Sowa, 2003). Um dano tipico € o extravasamento de eletrdlitos que
aumenta com o tempo de secagem, o que interfere negativamente na viabilidade das sementes
(Vieira et al., 2022), isso ndo foi observado neste experimento porque ndo foi feito
condutividade elétrica.

Observou-se que o teor de agua critico, ou seja, momento em que ocorreu diferencga
significativa na queda da porcentagem de germinagdo em relagdo ao controle (tempo Oh), foi
verificado no teor de dgua referente a 43,61% (tempo de secagem 18 h) para o lote 1 e 66,04%
(tempo de 12 h) para o lote 2. Esse teor de dgua critico é caracterizado pelo momento em que
ocorre uma queda significativa na germinagdo por conta da secagem das sementes. Segundo
Sharanya, Ajith Kumar e Nair (2023), a exposicdo das sementes a secagem compromete a
germinagdo e a integridade da membrana celular, interferindo em sua qualidade fisioldgica.

Negi e Rawal (2019) observaram que as sementes recalcitrantes de Quercus floribunda
sofreram a redu¢@o da porcentagem de germinagdo (em 16,21%) quando tiveram a redugdo do
teor de agua na semente para 33,89%.

De maneira geral, observou-se que a viabilidade por meio do teste de tetrazolio seguiu a
mesma tendéncia verificada para o teste de germinagdo (Tabela 2). Porém, ¢ evidente uma

discrepancia em relacdo a viabilidade das sementes avaliadas por estas duas maneiras. Essa
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diferenga possivelmente se deu pela presenca de fungos nas sementes comprometendo o
crescimento radicular durante o teste padrdo de germinacdo. As sementes de cacau com
escurecimento radicular ¢ sem emissao de raizes adventicias foram consideradas anormais, nao
sendo contabilizadas na porcentagem de germinacdo. Dessa forma, o percentual de germinagao
foi menor que o demonstrado no teste de tetrazdlio. Isso pode ter acontecido, pois o teste de
tetraz6lio ndo sofre interferéncia pela acdo de alguns fungos, o que pode levar a altos valores
de viabilidade nesse teste (Franga-Neto; West, 1989).

Sobre as porcentagens de germinagado, verificou-se que a tendéncia foi de queda a medida
que a semente foi exposta a maiores tempos de secagem. Para o lote 1, no tempo de 21 h
observou-se que 12% das sementes germinaram (Tabela 2). Viana et al. (2020) observaram que
as sementes de Garcinia gardneriana, também recalcitrantes, apds atingirem o teor de dgua
critico apresentaram uma queda drastica da germinacdo, evidenciando que a viabilidade de
sementes recalcitrantes decai @ medida que sdo expostas a secagem.

Quanto a taxa de secagem, observou-se que esta foi menor no lote 1 (- 53,27%) do que no
lote 2 (- 64,62%), em relagdo ao inicio do tempo até 30 h (Tabela 2). Essa diferenga na taxa de
secagem entre o lote 1 e 2, mesmo com a exposi¢cdo a0 mesmo tempo de secagem, pode estar
relacionada com o contetido de 4gua inicial da semente, o qual era mais elevado no lote 2. Além
disso, observou-se também uma diferenga dos lotes em relacdo a sua germinagdo, indicando
uma provavel superioridade do lote 2 em relacdo ao potencial fisioldgico devido as maiores
germinagdes observadas no tempo de secagem de 30h para o lote 2.

Essa diferenca observada na germinacdo pode ter também uma relagdo com a taxa de
secagem. Segundo Marcos-Filho (2015), quando a secagem acontece de forma mais lenta ha
um maior dano da semente ficando expostas a danos que podem levar a prejuizos nos processos
bioquimicos e da estrutura celular. Alguns danos observados ocasionados pela secagem sio:
mudanga da estrutura das proteinas, mudanga na concentracdo de aglicares nos eixos
embrionarios e nos cotilédones (Connor; Sowa, 2003), e até mesmo na atividade de enzimas
como a SOD (Li; Sun, 1999; Brar; Kaushik; Dudi, 2019; Anusha; Anilkumar; Gangaprasad,
2022; Walt; Burritt; Nadarajan, 2022).

Em relagdo a atividade da SOD, observou-se que no lote 1 ndo se verificou uma tendéncia
definida quanto a atividade (Tabela 3). Entretanto, para o lote 2 verificou-se relacdo entre a
reducdo da atividade da SOD a medida que se procede com a secagem. Essa reducao também
foi observada por Feng et al. (2017) estudando sementes de Ginkgo biloba, em que a atividade
da superoxido dismutase aumentou quando o teor de 4gua era de 25% na semente e reduziu

logo apds esse pico juntamente com a secagem das sementes. Em Peng et al. (2023), a SOD
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também sofreu interferéncia com a secagem em sementes recalcitrantes de Sassafras tzumu
(Hemsl.) Hemsl., a atividade no inicio foi alta, protegendo a semente contra a secagem, mas

diminuiu @ medida que o teor de a4gua da semente diminuia.

Tabela 3 - Tempo de secagem e porcentagem de fotorredugdo pela amostra de superdxido
dismutase (SOD) em sementes de Theobroma cacao L. com diferentes tempos de secagem em
uma estufa de circulagdo for¢ada a 36 °C.

Tempo de secagem (h) % de inibi¢ao da fotorredugdo pela amostra (SOD)

Lote 1 Lote 2
0 81,52 231,35
3 88,40 170,64
6 114,58 156,67
9 82,70 173,91
12 121,03 189,98
15 75,02 137,49
18 98,65 134,30
21 83,75 125,65
24 104,40 89,60
27 76,03 127,48
30 111,10 132,64

Deve-se considerar que a SOD ¢ um dos primeiros mecanismos de resposta contra o estresse
e que ha, também, a participagdo de outras enzimas (como a catalase e peroxidase), atuando
como mecanismos secundarios que contribuem para a captura dos radicais livres protegendo as
sementes da deterioragdo (Marcos-Filho, 2015). Dessa forma, o comportamento (aumento ou
reducdo da atividade) dessas enzimas durante a secagem varia com a presenca desses radicais
e com a eficiéncia desses mecanismos (Varghese; Naithani, 2002; Viana et al., 2020).

A diferenca da atividade da SOD verificada entre os lotes, possivelmente, pode estar
relacionada com a diferenga na qualidade das sementes observada através dos testes de
viabilidade no tempo de secagem de 30h. Observou-se que o lote 1 (Figura 3A) possui qualidade
inferior quando comparado ao lote 2 (Figura 3B), respectivamente, no tempo 30h a
porcentagem de germinagdo era de 15% e 51%. No teste de tetrazolio a viabilidade no lote 1 e
no lote 2 foram, respectivamente, de 30% e 40%, esses dois resultados de viabilidade podem
justificar algumas variagdes verificadas para os resultados de atividade da SOD. Uma vez que
segundo Liu et al. (2020), a atividade da SOD pode atuar com um indicativo de vigor do lote,
uma vez que a ineficiéncia do sistema enzimatico mostrou um indicativo de perda de vigor nas
sementes de Metasequoia glyptostroboides. Em outro estudo foi constatado, em sementes
recalcitrantes de Syzygium maire, que o teor de 4gua na semente influencia na atividade da SOD

que reduziu com a secagem rapida (Walt; Burritt; Nadarajan, 2022). Esses autores também
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observaram que a SOD apresentou atividade nula quando a semente ndo tinha viabilidade. Isso
indica que a atividade da SOD pode ser um parametro de viabilidade, assim observado no
presente trabalho. Onde foi verificado que o lote 1 tinha menor qualidade fisiologica que o lote
2, pois apresentou menores niveis de atividade da SOD, o que coincidiu com a viabilidade baixa

(tanto no teste de germinagdo quanto para o teste de tetrazolio no tempo 30h).
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Figura 3 - Efeito da secagem nos lotes 1 (A) e 2 (B) em relacdo a porcentagem de germinagao
e a porcentagem de inibi¢cdo da fotorreducio pela amostra (SOD).

Diante disso, verificou-se que a oscilagdo da atividade da SOD no lote 1 pode estar
relacionada com a presenca do anion superdxido, indicando que essa enzima ainda esta atuando
na protecdo da semente, entretanto com o potencial fisioldgico da semente sendo afetado. Essa
hipdtese pode ser afirmada, visto que alguns autores mostram que a atividade da SOD pode
aumentar devido ao aumento do anion superdxido nas sementes, mesmo apds a semente atingir
o teor de agua critico o que indica esse mecanismo de defesa ainda esta ativo (Varghese;
Naithani, 2002). Nesse mesmo trabalho, foi verificado que as enzimas catalase e peroxidase
reduziram suas atividades apds atingir o teor de agua critico, por conta de alguma falha nesse

mecanismo bioquimico, e observou o aumento da peroxidagao lipidica.
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Observou-se que no lote 2 a queda da atividade da SOD aconteceu ap6s as sementes
atingirem o teor de agua critico (66,04%). Similarmente, em Viana et al. (2020) observou que
em sementes de Garcinia gardneriana que a atividade SOD reduziu apds atingido o teor de
agua critico, ao passo que a catalase aumentou. Essa relacdo entre a queda da atividade da SOD
e 0 momento que a semente atinge o teor de dgua critico traz uma perspectiva do uso da analise
bioquimica da atividade da enzima SOD como marcador de sensibilidade da semente a
secagem, uma vez que a queda da atividade SOD apds atingir o teor de 4gua critico também foi

observado em sementes intermediarias (Vieira et al., 2022), ndo somente, em recalcitrantes.
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5. CONCLUSOES

A qualidade fisiologica dos lotes pode interferir na resposta da atividade da enzima
superdxido dismutase. A analise da atividade da SOD pode ser utilizada como marcador de
sensibilidade a secagem de sementes de cacau, porém ndo unicamente para identificar a

recalcitrancia.
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