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RESUMO GERAL

A semente de batata-doce apresenta dorméncia tegumentar e 0 método recomendado
para superé-la é através da exposi¢cdo em &cido sulfurico. No entanto, a exposi¢do prolongada
em &cido pode ocasionar danos ao embrido e consequéncias no desenvolvimento das plantulas.
Dessa forma, o objetivo no presente trabalho foi avaliar por meio de anélises fisioldgicas,
anatdmicas e enzimaticas o periodo de imersao ideal das sementes de batata-doce em acido
sulfarico para superar a dorméncia. As sementes foram escarificadas utilizando acido sulfurico
concentrado em nove periodos de imersdo: 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, e 40 minutos. Para
andlises fisioldgicas foi realizado teste de germinacdo, indice de velocidade de germinagéo,
primeira contagem de germinacdo, emergéncia e indice de velocidade de emergéncia.
Utilizando o sistema GroundEye® foi quantificado o tamanho da raiz primaria, a razdo do
tamanho da raiz primaria pelo hipocétilo e o tamanho total da plantula. Além disso, foi feita
andlise da expressdo enzimatica das seguintes enzimas: catalase, superoxido dismutase e
ascorbato peroxidase. Para avaliagdo da anatomia foi avaliada a espessura, desgaste e
intensidade da coloragdo do tegumento. N&o houve diferenca significativa na germinagéo
guando as sementes foram imersas por 30, 35 e 40 minutos em &cido sulfurico, apresentando
maior porcentagem de plantulas normais. Os periodos de 30 e 40 minutos de imersdo
apresentaram porcentagem de germinacéo superior de plantulas normais na primeira contagem.
O indice de velocidade de germinacgdo é maior quando as sementes de batata-doce sdo imersas
por 40 minutos. A porcentagem de plantulas emergidas é superior quando as sementes Sao
escarificadas por 35 e 30 minutos. O indice de velocidade de emergéncia € maior quando as
sementes sao imersas por 25, 30, 35 e 40 minutos. Na avaliacdo fisica, 0 tamanho do hipocotilo
teve melhor desempenho em pléntulas cuja sementes receberam escarificacdo quimica por mais
de 5 minutos. A enzima superoxido dismutase apresentou aumento da atividade a partir de 5
minutos de imersédo. A atividade da ascorbato peroxidase foi superior em sementes imersas por
15, 20, 25, 30, 35 e 40 minutos. Na avaliacdo anatémica, sementes sem escarificacdo quimica
e as escarificadas por 5, 10, 15, 20 e 25 minutos apresentaram auséncia ou poucas rupturas do
tegumento. Ja as sementes imersas por 30, 35 e 40 minutos apresentaram menor espessamento
e ruptura no tegumento. Na analise térmica observou-se que 6h apos o inicio da embebicdo, as
sementes imersas em acido sulfarico por 35 e 40 minutos apresentaram maior atividade
metabolica e algumas sementes ja apresentavam protusao radicular. Apos 24h de embebicao,
as sementes escarificadas por 15, 20 e 25 minutos apresentavam coloracdo amarelo mais intenso
e algumas sementes apresentavam protusdo radicular. Enquanto, as sementes escarificadas por
30, 35 e 40 minutos apresentavam coloracdo avermelhadas e praticamente todas as sementes ja
apresentavam protusao radicular. Portanto, a utilizacdo de acido sulfarico é eficiente na quebra
de dorméncia de sementes de batata-doce sendo o periodo recomendado para sementes de
batata-doce de 30, 35 e 40 minutos.

Palavras-chave: Ipomoea batatas (L.) Lam. Acido sulfarico. Qualidade de sementes.



GENERAL ABSTRACT

The sweet potato seed shows hard coat dormancy and the recommended method to break
this dormancy is exposing the seed for long periods in sulfuric acid. However, prolonged
exposure to this acid can cause damage to the seed embryo and consequences for the seedlings
development. Thus, the purpose of this investigation was to evaluate the best immersion period
of sweet potato seeds in sulfuric acid in order to break the dormancy through physiological,
anatomical and enzimatic analyses. The seeds were scarified using concentrated sulfuric acid
in nine immersion periods: 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, and 40 minutes. For physiological
analysis, germination test, germination speed index, first germination count test, emergence and
emergence speed index were performed and by image analysis using the GroundEye® system
were quantified the primary root size, ratio of primary root size by the hypocotyl and the
seedling total size. Furthermore, the enzymatic expression analysis was made for the following
enzymes: catalase, superoxide dismutase and ascorbate peroxidase. For the anatomic evaluation
was evaluated the thickness, stress and hard coat color intensity. There was no significant
difference in germination when the seeds were immersed for 30, 35 and 40 minutes in sulfuric
acid, and it shows a higher percentage of normal seedlings. The 30 and 40 minutes periods of
immersion showed a higher percentage of normal seedlings in the first count. The germination
speed index is higher when the sweet potato seeds are immersed for 40 minutes. The percentage
of emerged seedlings is higher when the seeds are scarified for 35 and 30 minutes. The
emergence speed index is higher when the seeds are immersed for 25, 30, 35 and 30 minutes in
sulfuric acid. The hypocotyl size had better performance in seedlings which received chemical
scarification for over than 5 minutes. The superoxide dismutase enzyme showed increased
activity from 5 minutes of immersion. The ascorbate peroxidase activity was higher in seeds
which were immersed for 15, 20, 25, 30, 35 and 40 minutes. In anatomic evaluation, seeds
without chemical scarification and seeds which were scarified for 5, 10, 15, 20 and 25 minutes
showed absence or a few breaks on the hard coat. In the other hand, the seeds which were
immersed for 30, 35 and 40 minutes showed less thickening and hard coat breaking. In thermal
analysis was observed that after 6h from the soaking, the seeds which were immersed in sulfuric
acid for 35 and 40 minutes showed higher metabolic activity and some of them already showed
root protrusion. After 24h of soaking, the seeds which were scarified chemically for 15, 20 and
25 minutes showed an intense yellow color and some seeds showed root protrusion and the
seeds which were scarified for 30, 35 and 40 minutes showed a reddish color and practically all
the seeds were already with root protrusion stage. Therefore, the use of sulfuric acid is efficient
in breaking the dormancy of sweet potato seeds, with the recommended period for sweet potato
seeds being 30, 35 and 40 minutes.

Keywords: Ipomoea batatas (L.) Lam. Sulfuric acid. Seed quality.
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1 INTRODUCAO

A batata-doce (Ipomoea batatas (L.) Lam) € classificada como sendo uma cultura
estratégica para alimentacdo mundial, pois é extremamente nutritiva e de facil cultivo, inclusive
em areas pouco agricultaveis. Além disso, a planta apresenta ampla adaptacéo e baixo custo de
producéo, sendo cultivada principalmente por meio da agricultura familiar. Diversas partes da
planta sdo comestiveis, incluindo folhas e raizes, podendo ser utilizada para alimentacédo
humana e animal (ANDRADE JUNIOR et al., 2020; CIP, 2021; TORQUATO-TAVARES et
al., 2017; VALADARES et al., 2019).

A batata-doce apresenta grande variabilidade genotipica mantida por produtores que
utilizam variedades regionais ndo-melhoradas, que em média, atingem baixos rendimentos.
Nesse sentido, o desenvolvimento e avaliacao de materiais melhorados, que atendam a demanda
dos produtores e consumidores, sdo etapas essenciais aos programas de melhoramento, uma
vez que contribuem com a introducdo de diferentes genotipos com caracteristicas de interesse
ao agricultor e que sejam adaptadas as diversas regides do pais (VARGAS et al., 2017).

A principal forma de propagacéo da batata-doce € a propagacao vegetativa. Entretanto,
a planta de batata-doce produz semente via polinizacdo cruzada uma vez que apresenta
autoincompatibilidade. Apesar da cultura ser propagada de forma assexuada, as sementes
botanicas sdo de fundamental importéncia para o desenvolvimento dos programas de
melhoramento, principalmente devido a baixa producao de sementes de muitos dos genétipos,
ou seja, para garantir a continuidade de um programa de melhoramento com a cultura da batata-
doce a alta porcentagem de germinacéo e a qualidade das plantulas obtidas sdo fundamentais.

As sementes boténicas de batata-doce apresentam dorméncia o que dificulta a obtengéo
de estandes uniformes de plantas. Compreender os mecanismos envolvidos a dorméncia e a
metodologia para sua superagdo, auxiliam na escolha dos tratamentos especificos para que o
metabolismo da semente seja reativado e o embrido desenvolva de forma adequada. Um tipo
de dorméncia, comum em familias como Fabaceae, Malvaceae e Convolvulaceae, da qual
pertence a batata-doce, € aquela relacionada aos envoltorios da semente. Tegumentos
considerados duros sdo responsdveis pelo impedimento da absorcdo de é&gua e
consequentemente, a baixa ocorréncia da germinagdo. Quando ocorre a ruptura do tegumento,
imediatamente ocorre a embebicéo e inicio do processo de germinacdo (AZANIA et al., 2003;
CARMONA et al., 2015; LOPES; NASCIMENTO, 2012; MARCOS-FILHO, 2015).

O tegumento é constituido por camadas celulares originarias dos integumentos ovulares:

primina e secundina. A porosidade (forma, tamanho e distribuicdo dos poros), composicao
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quimica (teores de lignina, suberina e cutina) e a presenc¢a ou nao de endocarpo na formagao do
tegumento, afetam diretamente a permeabilidade tegumentar e variam de acordo com as
especies (MARCOS-FILHO, 2015).

Estudos relacionados a anatomia e histoquimicas sdo utilizadas comumente para
determinar e localizar barreiras mecéanicas e/ou quimicas no tegumento de sementes e, assim,
orientar métodos de superacdo de dorméncia em sementes (FERREIRA; FRANKE; MOCO,
2011). Muller et al. (2020), utilizando anédlises anatdbmicas e histoquimica, encontraram
modificagdes na espessura tegumento de sementes Peltophorum dubium ao longo do
armazenamento, 0 que promoveu a quebra da dorméncia. Para a espécie de batata-doce ndo
foram encontradas na literatura pesquisas que estudem a anatomia de suas sementes.

Outra ferramenta que permite a avaliacdo da qualidade fisiologica das sementes é a
andlise da atividade enzimética. Essa andlise detecta eventos deteriorativos iniciais nas
sementes por meio da avaliacdo de enzimas associadas a degradacdo e oxidacao de substancias
de reserva. A capacidade de avaliacdo e a correta interpretacdo das expressfes enzimaticas,
podem ser eficientes ferramentas na determinacdo de mudancas bioguimicas resultantes do
processo de deterioracdo. Logo, avaliar a ocorréncia de alteracdes nas atividades enzimaticas
das sementes e plantulas, é primordial para estudar as alteraces ocorridas no perfil enzimético
apos a escarificagdo (CARRARO, 1990; SPINOLA; CICERO; DE MELO, 2000).

Desta forma, objetivou-se com este estudo a caracterizacao fisioldgica, enzimatica e

anatdmica de sementes de batata-doce submetidas a quebra de dorméncia.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Batata-doce

A Dbatata-doce é considerada uma das espécies cultivadas mais importantes do mundo
em termos de consumo humano, principalmente na Africa Subsaariana, partes da Asia e llhas
do Pacifico. Domesticada ha mais de 5.000 anos na América Latina, é cultivada principalmente
em paises em desenvolvimento (CIP, 2021). Além disso, € uma planta destinada também para
a alimentacdo animal, especialmente para bovinos, sendo ainda, a produ¢do de biocombustivel
(etanol) a partir dessa hortalica, uma alternativa promissora para o setor industrial (ANDRADE
JUNIOR et al., 2020; TORQUATO-TAVARES et al., 2017; VALADARES et al., 2019).

A Dbatata-doce pertence a familia botanica Convolvulaceae, que agrupa
aproximadamente 50 géneros e mais de 1000 espécies, sendo que dentre elas, somente a batata-
doce tem cultivo de expressdao econdmica. Dentre os membros da familia, a batata-doce
(Ipomoea batatas (L.) Lam) é o Gnico membro hexaploide (2n = 6x = 90), além disso, apresenta
grande variabilidade dentro da espécie, provavelmente devido ao alto nivel de ploidia (DA
SILVA; PONIJALEKI; SUINAGA, 2012; RITSCHEL et al., 2010).

As raizes possuem variedades de cores e tamanhos. S&o ricas em proteinas, carboidratos,
polifendis e carotenoides. Possui baixo teor de gordura, apresentando-se como uma boa fonte
alimentar de antioxidante para prevenir os danos dos radicais livres. A origem exata da batata-
doce ndo é de todo conhecida, sendo a hipdtese de origem na faixa compreendida entre o
México e o norte da América do Sul, a mais aceita (ALAM; RANA; ISLAM, 2016; DA SILVA,;
PONIJALEKI; SUINAGA, 2012; HASKELL et al., 2004).

No mundo séo produzidas aproximadamente 105 milhdes de toneladas de batata-doce a
cada ano. O continente asiatico se destaca na producdo mundial do vegetal, sendo que 65% da
producdo pertence aos paises desse continente. A China, Malawi, Tanzéania, Nigéria e Etidpia,
s8o respectivamente, 0s maiores paises produtores de batata-doce (CIP, 2021; FAO, 2018).

No Brasil é a sexta hortalica mais plantada, e sua importancia econémica e social é
resultante da sua rusticidade e ampla adaptacao climéatica. Na Ameérica latina, o Brasil se destaca
como o principal produtor, sendo que em 2020 a produgdo foi de 847.896 toneladas, aumento
de 5,5% em comparacdo com a producédo de 2019 e a area de cultivo de aproximadamente 60
mil hectares (FAO, 2018; IBGE, 2020).

A grande diversidade de genotipos e fenoOtipos que a batata-doce apresenta, €

proveniente do seu elevado nivel de ploidia. Analisar a variabilidade genética existente na
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colecdo do melhorista, € primordial em estudos de divergéncia genética de uma cultura. A
escolha dos genitores geneticamente diferentes com caracteristicas de interesse, ao serem
cruzados, possibilita maior efeito heterdtico, aumentando as chances de obtencdo de méaxima
variabilidade genética e genotipos superiores em geracfes segregantes (CARMONA et al.,
2015; OLIVEIRA et al., 2008; PAIXAO et al., 2008).

Em diversas regiGes brasileiras é encontrada uma vasta diversidade de parentes
silvestres da batata-doce. Porém, a diversidade genética dessas espécies ainda ndo esta bem
representada em colecdes de germoplasma do pais e encontra-se em risco de desaparecimento
em decorréncia da intensa fragmentacdo de habitats e alteracbes de paisagens naturais,
observadas nas Ultimas décadas em todos os grandes biomas, como a Amazoénia, o Cerrado, 0
Pantanal, a Caatinga e a Mata Atlantica, o que torna primordial o melhoramento genético para
essa cultura (SANTOS; SALOMAO, 2019).

Assim, € iminente a necessidade de manutencdo e melhoramento dessa espécie, de tal
forma que programas de melhoramento tém sido criados por iniciativas do setor publico, como

0 que acontece na Universidade Federal de Lavras (UFLA).

2.2 Dorméncia

A germinacdo de sementes representa um processo fisiolégico complexo, que se inicia
com a embebicdo, que consiste no movimento de &gua através dos tecidos tegumentares e
consequente retomada do metabolismo, e culmina com a protrusdo do embrido através dos
tecidos adjacentes. Portanto, a germinacdo compreende uma sequéncia ordenada de eventos
metabolicos que resulta no inicio do desenvolvimento do embrido, originando uma plantula
com suas estruturas essenciais para sua sobrevivéncia (BEWLEY et al., 2013).

A dorméncia é definida como um fenémeno em que as sementes, mesmo sob condicdes
ambientais favoraveis a germinagdo, se mantém incapazes de germinarem durante determinado
periodo (BASKIN; BASKIN, 2004).

Algumas condi¢Ges ambientais especificas induzem a formacdo de estruturas ou
mecanismos de dorméncia em sementes de algumas espécies. Assim, mesmo quando o
desenvolvimento morfoldgico dessas estruturas e a sua transicdo fisioldgica para o estado de
dorméncia estdo sob controle endégeno, 0 mecanismo principal que da origem a esses eventos
depende da percepcdo e resposta a sinais do ambiente. Dentre os fatores ambientais que

induzem a dorméncia nas sementes, destacam-se o fotoperiodo, a temperatura, a umidade
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relativa do ar e a disponibilidade hidrica (LOPES; NASCIMENTO, 2012; MARCOS-FILHO,
2015).

Em sementes pertencentes aos grupos das plantas hortalicas, forrageiras, algumas
frutiferas e em espécies arboreas e ornamentais, a dorméncia é um fendmeno recorrente. Sua
duracdo é bastante varidvel entre as espécies, entretanto, alguns estudos ja mostraram, que as
sementes de hortalicas e gramineas forrageiras expressam um curto periodo de dorméncia. A
impermeabilidade do tegumento a agua é um dos mecanismos mais conhecidos e citados de
dorméncia encontrado em vérias familias botanicas, tais como, Fabaceae, Malvaceae,
Convolvulaceae, Chenopodiaceae e Solanaceae (BORGHETTI; FERREIRA, 2004; LOPES;
NASCIMENTO, 2012).

Estudos sobre a propagacéo de plantas pertencentes ao género Ipomoea comprovam a
ocorréncia de dorméncia em suas sementes, sendo que o tipo predominante entre suas espécies,
é a impermeabilidade dos tegumentos das sementes a agua e aos gases (ABDO; FABRI, 2015;
AZANIA et al., 2003; PAZUCH et al., 2015).

Essa impermeabilidade tegumentar pode ser induzida durante o processo de maturagédo
das sementes. A porcentagem de sementes duras pode variar entre sementes da mesma planta e
entre plantas diferentes, como resultado do geno6tipo, da desuniformidade de maturacéo e das
alteracOes das condi¢des climaticas durante esse periodo. A ocorréncia de sementes duras tende
a aumentar em condicdes de baixa umidade relativa tanto durante a fase de maturacdo, quanto
na fase de armazenamento das sementes (LOPES; NASCIMENTO, 2012; MARCOS-FILHO,
2015).

A formacédo de sementes duras contribui para a distribuicdo temporal da germinacéo,
uma vez que proporciona a sobrevivéncia das espécies em condi¢es naturais. Porém, se torna
prejudicial a agricultura por favorecer a persisténcia de bancos de sementes de plantas daninhas.
A existéncia de sementes duras também é indesejavel pois, provoca a germinacdo desuniforme
comprometendo o estabelecimento do estande (MARCOS-FILHO, 2015).

2.3 Método quimico para superar dorméncia de sementes

Para ocorrer a germinagdo das sementes com dorméncia fisica, & necessario o
rompimento dessa barreira a passagem da agua, que em laboratorio € feito por escarificacéo
quimica ou &cida. Esse tipo de tratamento torna-se mais pratico do que a escarificagcdo

mecanica, e tem se destacado entre os métodos utilizados para a superacdo da dorméncia
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tegumentar de sementes de espécies arboreas brasileiras (ANDRADE JUNIOR et al., 2020;
BORTOLINI et al., 2011; BRITES; SILVA JUNIOR; TORRES, 2011).

A dorméncia fisica pode ser superada utilizando-se diversas técnicas de escarificacao
desenvolvidas para causar ruptura ou desgaste dos tegumentos da semente e permitir a
hidratacdo e o inicio do processo de germinagdo, sem afetar a viabilidade da semente e a
emergéncia das plantulas. A escarificacdo acida (por meio do uso do &cido sulfarico ou acido
cloridrico, por exemplo), a escarificacdo por aquecimento (usando o calor seco, areia aquecida
ou agua quente), a escarificacdo por frio (por meio do congelamento-descongelamento) e a
escarificacdo mecanica (com o uso da lixa, tesouras e alicate) sdo os métodos mais utilizados
para a quebra de dorméncia de sementes (KIMURA; ISLAM, 2012; PAZUCH et al., 2015).

Sementes de diferentes espécies de Ipomoea respondem de forma distinta a esses
métodos de superacdo de dorméncia e a determinacdo do método mais eficaz para promover a
quebra de dorméncia das sementes de cada espécie é essencial para permitir a germinacéo das
sementes dessas espécies. As sementes da batata-doce sem um pré-tratamento capaz de romper
0 tegumento, apresentavam poder germinativo muito baixo, 0 que tornava necessario a
escarificacdo para que elevados indices de germinacdo sejam obtidos (AZANIA et al., 2003;
KIMURA; ISLAM, 2012; PAZUCH et al., 2015).

O tratamento com &cido sulfarico concentrado (H2SO4) é indicado para superar a
dorméncia das unidades de dispersdo (sementes, nuculas, aquénios, antécios férteis, cariopses
etc.) de algumas espécies. As unidades de dispersdo sdo imersas no acido até a escarificacdo
dos envoltérios, sendo o tempo de permanéncia no acido, variavel conforme espécie (BRASIL,
2009).

Em Convolvulaceae, familia na qual pertence a batata-doce, o uso de acido sulfurico se
destacou como método de superacdo de dorméncia, proporcionando 100% de germinacédo das
sementes de Ipomoea hederacea (STOLLER; WAX, 1974). Para escarificar a espécie Ipomoea
obscura, o0 uso de &cido sulfurico durante 30 e 120 minutos proporcionou 53,6 e 97,2% de
germinacao, respectivamente (HARDCASTLE, 1978). Em Ipomoea pandurata a germinacgéo
foi superior a 80% quando as sementes foram imersas em &cido sulfurico durante 20 a 80
minutos (HORAK; WAX, 1991). O &cido sulflirico concentrado proporcionou 100% de
germinacdo para Ipomoea obscura, Ipomoea aquatica e Ipomoea hederifolia (OGUNWENMO;
UGBOROGHO, 1998). Em sementes boténicas de batata-doce apresentaram germinacao
superior a 90% quando escarificadas em acido sulfurico durante 40 minutos (BRITO et al.,
2021).
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Sementes de duas espécies de corda-de-viola: Ipomoea indivisa e Ipomoea purpurea
ficaram imersas no &cido sulfurico (98%) por 10 minutos. Foi observado aumento nos
percentuais de germinacdo das sementes de I. indivisa e I. purpurea em 780 e 512%,
respectivamente, em relacéo a testemunha. Aléem disto, as sementes de I. purpurea alcangaram
92% de germinagdo no primeiro dia com a escarificagdo quimica e a testemunha apenas 8%
(PAZUCH et al., 2015).

Wilson et al. (1989), recomendam a escarificacdo de sementes de batata-doce em acido
sulfurico (98%) por 40 minutos em um recipiente de vidro. Ap6s a imersdo em acido, os autores
recomendam o enxague em dois recipientes com agua, e por fim deve-se fixar as sementes em
uma torneira com agua corrente por 5 a 10 minutos. Utilizando essa metodologia, os autores
obtiveram 95% de germinacdo. Porém, os mesmos autores observaram que o agente quimico
pode causar danos & sementes e comprometer o embrido, levando inclusive, a morte (NUNES
et al., 2006).

2.4 Anatomia de sementes

A estrutura da testa € variavel conforme os caracteres especificos do O6vulo,
principalmente no que diz respeito ao nimero e espessura dos tegumentos e arranjo do tecido
vascular. Além do mais, a testa sofre interferéncia das modificacdes que ocorrem durante o
desenvolvimento e maturacdo da semente. O tegumento é constituido por camadas celulares
originarias dos integumentos ovulares, sendo que a porosidade, a composi¢do quimica e a
estrutura, afetam diretamente a permeabilidade do tegumento (ESAU, 1974).

Em algumas espécies, a restricdo a embebicdo de dgua é resultante de modificacOes
causadas pela desidratacdo das paredes celulares do tegumento da semente. Em outras, é
causada pela impregnacdo das membranas celulares, como lignina, lipidios, suberina ou
taninos. O desenvolvimento de sementes com tegumentos impermeéveis ¢ influenciado pelo
fotoperiodo durante o desenvolvimento das plantas, taxa e grau de secagem na maturacao ou
pos-colheita e a presencga de substancias fendlicas oxidadas que conferem a coloracéo escura
no tegumento da semente (BEWLEY et al., 2013; MARCOS-FILHO, 2015).

Os tecidos extra-embrionarios sdo atuantes nos casos da dorméncia tegumentar,
influenciada principalmente pelas caracteristicas anatdmicas dos envoltorios. Assim, a semente
é dormente devido aos tecidos que envolvem o embrido (pericarpo, testa, endosperma, 6rgaos
florais) que exercem uma restricdo a qual o embrido néo pode obstruir. As sementes com

tegumento impermeavel a agua sdo denominadas de sementes duras. A ruptura desse €
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imediatamente seguida pela embebicdo e inicio do processo germinativo (LOPES;
NASCIMENTO, 2012).

A anatomia vegetal € uma ferramenta essencial na resolucdo de problemas, envolvendo
as provaveis relacdes entre familia, género e espécies, através de incorporagdes de dados
anatbmicos aos estudos morfoldgicos. Considerando a anatomia como um importante
instrumento de valor taxondmico, tornam-se necessérias investigacbes da estrutura dos érgéos
vegetativos das espécies, cuja caracterizacdo pode ser utilizada como pardmetro na
identificacdo dos taxons (CUTLER; BOTHA; STEVENSON, 2009; SANTOS; SILVA, 2018).

A utilizacéo da anatomia como subsidio a taxonomia, tem sido efetiva, pois caracteres
anatdbmicos servem como dados adicionais as caracteristicas morfoldgicas, além de serem
usados para resolverem problemas taxondmicos, sendo Uteis para a caracterizacdo de familias,
géneros ou estabelecer afinidades entre os tdxons (CALQUIST, 1961; STACE, 1984).

Lima e Melo (2019), estudaram a taxonomia de varias espécies do género Ipomoea
considerando a representatividade do género aliada a sua importancia econémica e a
necessidade de estudos para o Estado da Paraiba. Eles conseguiram neste estudo apresentar o
levantamento taxonémico de Ipomoea na Mesorregido Agreste da Paraiba e, além disso,
incluiram a chave dicotémica, descri¢des morfoldgicas, dados de distribuicdo geogréfica e de
floracdo e ou frutificacdo. Santos e Silva (2018), estudaram a anatomia e a histoquimica das
folhas e caules de quatro espécies de Ipomoea: I. bahiensis, I. nil, I. setosa, e I. triloba. Os
autores obtiveram caracteres distintos na anatomia foliar para as espécies estudadas, capazes de
serem empregados como recurso adicional a estudos taxondmicos.

Islam, Izekor e Garner (2010), avaliaram o efeito da tolerancia ao frio na anatomia foliar
de quatro gendtipos de batatas-doces. As pesquisas conduzidas com anatomia dentre 0s
individuos do género Ipomoea se limitam aos Orgaos vegetativos, em estudos de anatomia

foliar. Estudos com anatomia das sementes de Ipomoea sdo ausentes na literatura.

2.5 Analise termografica

A absorcdo de &gua na germinacdo é trifasica. A reidratacdo das macromoléculas
celulares ativa 0os processos metabolicos basais, incluindo a respiracdo, a transcricdo e a
traducdo. Na fase I, as sementes secas embebem ou absorvem agua rapidamente. Ja que a dgua
flui do potencial hidrico mais alto para o mais baixo, a absorcdo de agua cessa quando a
diferenga no potencial hidrico entre a semente e 0 ambiente se torna zero. Durante a fase Il, as

células expandem-se e a radicula emerge da semente. A atividade metabdlica aumenta e ocorre
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o afrouxamento da parede celular. Na fase Ill, a absor¢do de agua reinicia & medida que a
plantula se estabelece (NONOGAKI; BASSEL; BEWLEY, 2010; TAIZ et al., 2017).

Durante o processo de embebicdo na germinacdo, ha um aumento no volume da
semente, ou seja, 0 volume de dgua absorvido é superior ao volume do peso da matéria seca da
semente. Contudo, ocorre uma liberagdo de calor durante o inicio da absor¢do de &gua devido
ao desenvolvimento. Knizkova et al. (2007) citam que a cdmera termografica é capaz de
detectar variagdes minimas de temperatura com precisdao. Com isso, a utilizacdo da anélise de
termografia infravermelha torna possivel identificar pontos de valores distintos de temperatura
radiante e tem sido valiosa para o reconhecimento de eventos fisiol6gicos em animais e plantas
quando submetidas a estresse. Thakur et al. (2020) avaliaram por meio de camera com
infravermelho, a temperatura de sementes de cebola durante a embebicdo (BOUZIDA;
BENDADA; MALDAGUE, 2009).

As pequenas quantidades de sementes botanicas de batata-doce é uma limitagdo para
ampliar os estudos dessas sementes. Por isso, torna-se necessario o uso de métodos nao
destrutivos para avaliar os comportamentos dessas espécies. Um dos métodos de caracteristicas
ndo destrutivas refere-se ao uso de imagens obtidas com camera (BARBOSA et al., 2019).

Na agricultura, Jones (1999) identificou estresse hidrico na cultura do feijoeiro com
cameras térmicas, a partir do aumento da temperatura foliar devido a diminuicdo na
transpiracdo. Romer et al. (2012) também identificaram precocemente estresse hidrico por meio
de camera hiperespectral em cevada e milho. Porém, ndo foi encontrado estudos utilizando

camera térmica em sementes.

2.6 Andlise de imagem

A uniformidade e a velocidade de emergéncia de plantulas sdo determinantes para o
sucesso do estabelecimento da cultura. Para analisar o vigor dos lotes, testes sdo utilizados
visando principalmente, a identificagdo do desempenho de diferentes lotes de sementes, em
condicGes de armazenamento ou apds a semeadura (MARCOS FILHO; KIKUTI; LIMA, 2009).

A andlise de vigor por meio de imagens pode contribuir para avancos na padronizacéo
de avaliacdo. Segundo Andrade (2017), alem de ser uma técnica rapida, ndo destrutiva e
objetiva, as informac6es obtidas por esse método podem compor bancos de dados que serdo
posteriormente acessados.

Os estudos que correlacionam a imagem de sementes e plantulas e o vigor de sementes

fazem parte do que ha de mais moderno em andlise de sementes. De acordo com Marcos Filho,
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Kikuti e Lima (2009), por meio da analise computadorizada foi possivel obter o indice de vigor,
grau de uniformidade de desenvolvimento e avaliacdo do comprimento de plantulas ou de suas
partes por meio de imagens de plantulas utilizando o Seed Vigor Imaging System (SVIS®).

Para Avila (2017), a avaliagio de plantulas por meios computacionais, contribui para
otimizacao do tempo utilizado e menor subjetividade nas analises, uma vez que o processo sofre
menor influéncia do analista. Além disso, por meio da técnica de analise de imagem é possivel
extrair dados contidos na imagem e processar diferentes informacdes a partir desses dados
(ANDRADE, 2014).

Uma imagem é composta por uma func¢do bidimensional, f (X, y) sendo que X e y sao
denominadas coordenadas espaciais, e a amplitude de f em algum par de coordenadas (x, y) é
denominada de intensidade ou nivel de cinza da imagem. A imagem digital é formada quando
os valores de suas coordenadas e amplitude forem quantidades determinadas e discretas. A
imagem digital é formada por uma combinag&o de elementos finitos, cada um com determinado
valor e localizagdo (GONZALEZ; WOODS, 2010). Esses elementos s&o denominados de
“pixels” e constituem os menores elementos formadores de uma matriz digital (GONZALEZ;
WOODS, 2000).

O processamento digital de imagens compreende basicamente 4 etapas: a aquisi¢do da
imagem, pré-processamento, segmentacdo e a analise. A aquisicdo da imagem pode ser
realizada por meio de uma camera fotografica, scanner ou outro sensor que produza uma
imagem digital. A proxima etapa consiste em realizar melhorias na imagem, como fazer realces
de contraste e remocdo de ruidos e assim garantir sucesso nas proximas etapas. Portanto, o
método consiste na captacdo de imagens digitais multiplas de plantulas, que sdo processadas
em computador, gerando valores numéricos que representam o potencial fisioldgico das
sementes com base em parametros preestabelecidos. Os dados incluem indices de vigor, de
crescimento e comprimento de plantulas (GONZALEZ; WOODS, 2000; SAKO et al., 2001).

O GroundEye® é um sistema (hardware + software) produzido pela empresa Thit e tem
demonstrado grande potencial para anélise de sementes e plantulas por meio de analise de
imagens de alta resolucdo. Tem a capacidade de extrair dados de cor, textura e geometria de
sementes, totalizando 328 caracteristicas possiveis de serem analisadas, além de analisar
individualmente cada pléantula e fornecer indices de crescimento, uniformidade e vigor de
plantulas (ABREU et al., 2016; AVILA, 2017).

A andlise de imagem tem cumprido as finalidades para teste de vigor propostas por
Bennett (2002). S&o elas: fornecer resposta consistente com a classificagdo dos lotes segundo o

seu desempenho, ser objetivo, rapido, simples e econdmico, repetivel e de facil interpretacéo.
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Ferreira et al. (2020) afirmam que a adocdo do sistema GroundEye® com categorizador de
sementes crioulas de milho foi eficiente para a selecdo destas em relagdo aos seus caracteres
quantitativos. Resultados semelhantes encontrados por Lima et al. (2018), no qual o sistema foi
habil na avaliacdo de plantulas e vigor de sementes de Paricarana. Melo (2020) trabalhando
também com sementes de batata-doce utilizou o sistema GroundEye® para analisar dominancia
de cor (preta, azul, celestial, cinza escura, purpura e vermelha), e quanto as porcentagens das
caracteristicas de cor (brilho, intensidade, luma, luminosidade e saturacdo) e a geometria sendo
muito eficiente para essas caracteristicas. Para avaliacdo de plantula quantificou tamanho de
hipocétilo, tamanho da raiz priméria e a razdo raiz primaria pelo hipocotilo, nos quais apenas o
tamanho do hipocadtilo apresentou diferenca significativa.

2.7 Perfis enzimaticos

A producao de radicais livres constitui um processo continuo e fisioldgico, cumprindo
funcBes bioldgicas relevantes. Durante 0s processos metabdlicos, esses radicais atuam como
mediadores para a transferéncia de elétrons nas varias reac6es bioquimicas. Sua producédo, em
proporcOes adequadas, possibilita a geragdo de ATP (energia), por meio da cadeia
transportadora de elétrons; fertilizacdo do Ovulo; ativacdo de genes; e participacdo de
mecanismos de defesa durante o processo de infec¢do. Porém, a producdo excessiva pode
conduzir a danos oxidativos (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; SHAMI; MOREIRA, 2004).

Sementes em condicOes estressantes e desfavoraveis a sua germinacao, apresentam a
formacao de radicais livres, que consistem em um grupo de atomos com elétrons nao pareados,
bastante reativos e capazes de destruir grandes polimeros, como os lipidios de membrana. Os
principais agentes oxidantes gerados sao hidroxilas (OHe) superoxidos (O2") e os perdxidos de
hidrogénio (H20.). Uma vez presente na célula, estes podem iniciar reacdes oxidativas em
cadeias, altamente prejudiciais, especialmente com &cidos graxos poli-insaturados, originando
hidroperéxidos de lipidios (MARCOS-FILHO, 2015; MCDONALD, 1999).

Enzimas removedoras de radicais livres também desempenham papel importante na
gualidade de sementes. A Ascobato peroxidase (APX) é uma enzima que contribui
significamente para a acdo de mecanismos de defesa das sementes, reduzindo a exposicdo dos
sistemas de membranas aos efeitos do oxigénio. A enzima remove radicais livres e utiliza
perdxido de hidrogénio para oxidar substancias doadoras de hidrogénio, como fendis, diaminas,

acido ascorbico, aminoacidos e alguns ions inorganicos (MARCOS-FILHO, 2015).
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Outra enzima relacionada a remocao de radicais livres € a superoxidase (SOD) que € a
primeira enzima que atua na linha de defesa contra formas reativas de oxigénio. Essa enzima
anula a acéo dos radicais superoxidos livres (Oze-), catalisando reagdes de transferéncia de dois
elétrons para a producdo de peroxido de hidrogénio (H20.) e oxigénio molecular. S&o
encontradas em cloroplastos, peroxissomos, mitocondrias, citosol e apoplasto (MCDONALD,
1999; TAIZ et al., 2017).

A catalase € uma enzima intracelular com capacidade de transformar formas reativas de
oxigénio em formas inofensivas, ou seja, a catalase atua na desintoxicacdo celular e na
decomposicdo do perdxido de hidrogénio por reacdo de dismutacdo, convertendo o H20>
produzido pela B-oxidagdo em H>O e Oe-. S&o0 encontradas altas concentragdes de catalase nos
glioxissomos e nos peroxissomos (NELSON; COX, 2014).

Na literatura ndo foram encontrados estudos que correlacionem uso de perfis
enzimaticos na determinacdo de alteracGes bioquimicas com o possivel estresse, que pode
ocorrer em sementes que apresentam como método de escarificagdo para quebra de dorméncia,

0 uso do &cido sulfurico.
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ARTIGO 1 - A QUEBRA DE DORMENCIA QUIMICA EM SEMENTES DE BATATA-

DOCE CAUSA PREJUIZO A QUALIDADE FISIOLOGICA E A ATIVIDADE
ENZIMATICA?

(Artigo redigido conforme a norma para publicacdo periddica cientifica NBR 6022 (ABNT,
2018).



36

RESUMO

A semente de batata-doce apresenta dorméncia tegumentar e 0 método recomendado para
superar essa dorméncia, € por meio da exposi¢do da semente por longos periodos em acido
sulfurico. No entanto, a exposicado prolongada em acido pode ocasionar danos ao embrido das
sementes e consequéncias no desenvolvimento das plantulas. Dessa forma, o objetivo no
presente trabalho foi avaliar por meio de anélises fisioldgicas e enzimaticas, o periodo ideal de
imersdo das sementes de batata-doce em &cido sulflrico para superar a dorméncia. Os testes
foram conduzidos no Laboratério Central de Pesquisa em Sementes do Departamento de
Agronomia na Universidade Federal de Lavras (UFLA), Lavras MG. As sementes foram
escarificadas utilizando acido sulfurico concentrado em nove periodos de imerséo: 0, 5, 10, 15,
20, 25, 30, 35 e 40 minutos. Em um becker, foi adicionado acido sulfurico (98%) em quantidade
suficiente para cobrir a massa de sementes. Apos 0s periodos, as sementes foram lavadas em
agua por 2 vezes e em seguida, lavadas em agua corrente por 10 minutos. Para o teste de
germinacao, as sementes foram distribuidas em caixas do tipo gerbox com papel mata borréo,
umedecidos com agua destilada equivalente a 2,5 vezes o0 peso do substrato seco. As caixas
foram mantidas em camara BOD, com temperatura de 25 °C e o fotoperiodo de 12h de luz. A
avaliacdo ocorreu no 21° dia apds a semeadura. O indice de velocidade de germinagdo foi
contabilizado diariamente o numero de plantulas normais até estabilizacdo e o teste de primeira
contagem de germinacdo aos sete dias apds a semeadura. Foi utilizado o delineamento
inteiramente casualizado com quatro repeticdes. Foram estudados a expressdo enzimatica das
enzimas: catalase (CAT), superdxido dismutase (SOD) e ascorbato peroxidase (APX). Para
analise de imagem, a captura das imagens ocorreu aos 7 dias ap0s a semeadura utilizando o
sistema GroundEye. N&o houve diferenca significativa na germinagdo quando as sementes sao
imersas por 30, 35 e 40 minutos em acido sulflrico, apresentando maiores porcentagem de
plantulas normais. Os periodos de 30 e 40 minutos de imersdo apresentaram porcentagem
superiores de plantulas normais na primeira contagem. O indice de velocidade de germinacao
é maior quando as sementes de batata-doce sao imersas por 40 minutos em acido sulfarico. Ndo
houve diferenca significativa na atividade da enzima catalase nos diferentes periodos de
imersdo em acido sulfdrico. Por outro lado, a enzima superdxido dismutase apresentou aumento
da atividade a partir de 5 minutos de imers&o. A atividade da ascorbato peroxidase foi superior
em sementes imersas em acido sulfarico por 15, 20, 25, 30, 35 e 40 minutos. As menores
atividade da APX foram encontradas nas sementes sem tratamento quimica e em sementes
imersas por 10 minutos em &cido sulfdrico. Na avaliacdo fisica das plantulas de batata-doce
utilizando o sistema GroundEye®, o tamanho da raiz primaria, a razdo do tamanho da raiz
primaria pelo hipocotilo e o tamanho total ndo apresentaram diferenca estatistica. O tamanho
do hipocétilo teve melhor desempenho em plantulas cuja sementes receberam escarificacao
guimica com &cido sulfurico nos periodos de 5, 15, 25, 30, 35 e 40 minutos diferenciando
apenas em 2 grupos. Portanto, a utilizagao de acido sulfarico é eficiente na quebra de dorméncia
de sementes de batata-doce. Uma vez que a exposicdo prolongada ao acido, apresenta
adversidades, a reducédo do tempo de exposicédo e essencial, sendo o tempo recomendado para
sementes de batata-doce de 30 minutos.

Palavras-chave: Ipomoea batatas (L.) Lam. Catalase. Acido sulfarico. Qualidade de sementes.
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1 INTRODUCAO

A batata-doce (Ipomoea batatas (L.) Lam) é considerada uma das culturas cultivadas
mais importantes no mundo. E destinada principalmente para o consumo humano e animal, mas
apresenta também potencial para producdo de biocombustivel (etanol). A curva da
produtividade média brasileira tem apresentado um descenso nos ultimos anos, com valores de
14,25 toneladas por hectare no ano de 2020. O aumento na produtividade do pais, se da pela
adocdo de tecnologias de producéo e a adocao de cultivares com maior potencial de producéo.
(ANDRADE JUNIOR et al., 2020; CIP, 2021; IBGE, 2020; TORQUATO-TAVARES et al.,
2017; VALADARES et al., 2019).

Apesar da cultura ser propagada de forma assexuada, as sementes botanicas sdo de
fundamental importancia para o desenvolvimento dos programas de melhoramento,
principalmente devido a baixa producdo de sementes de muitos dos genotipos, ou seja, para
garantir a continuidade de um programa de melhoramento com a cultura da batata-doce a altar
porcentagem de germinacdo e a qualidade das plantulas obtidas sdo fundamentais. Cada
semente botanica de batata-doce é potencialmente uma nova cultivar, demonstrando a
importancia do maior aproveitamento das sementes produzidas nos programas de
melhoramento.

Estudos sobre a propagacao de plantas pertencentes ao género Ipomoea comprovaram a
ocorréncia de dorméncia em suas sementes. A dorméncia retarda ou impede a germinacéao de
sementes, mesmo que as condi¢des sejam apropriadas para a retomada do desenvolvimento do
embrido. A dorméncia predominante entre as espécies no género Ipomoea é a impermeabilidade
dos tegumentos das sementes a dgua e aos gases (ABDO; FABRI, 2015; PAZUCH et al., 2015).

Para ocorrer a germinacdo das sementes com dorméncia fisica, é necessario o
rompimento dessa barreira a passagem da agua, que em nivel de laboratorio é feito por
escarificacdo quimica, apesar do manuseio com acido sulfurico ser perigoso. Esse tipo de
tratamento torna-se mais pratico do que a escarificagdo mecanica. As sementes da batata-doce
sem um pré-tratamento, apresentam poder germinativo muito baixo, 0 que tornava necessario
a escarificacio para que elevados indices de germinago sejam obtidos (ANDRADE JUNIOR
et al., 2020; BORTOLINI et al., 2011; BRITES; SILVA JUNIOR; TORRES, 2011).

Em Convolvulaceae, familia na qual pertence a batata-doce, o uso de acido sulfurico se
destacou como metodo de superacdo de dorméncia, proporcionando 100% de germinacdo das
sementes de Ipomoea hederacea (STOLLER; WAX, 1974). Para escarificar a espécie Ipomoea

obscura, 0 uso de acido sulfdrico durante 30 e 120 minutos proporcionou 53,6 e 97,2% de
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germinacao, respectivamente (HARDCASTLE, 1978). Em Ipomoea pandurata a germinagao
foi superior a 80% quando as sementes foram imersas em acido sulfurico durante 20 a 80
minutos (HORAK; WAX, 1991). O &cido sulfarico concentrado proporcionou 100% de
germinacdo para Ipomoea obscura, Ipomoea aquatica e Ipomoea hederifolia (OGUNWENMO;
UGBOROGHO, 1998).

Sementes em condicdes estressantes e desfavoraveis a sua germinagdo, apresentam a
formacdo de radicais livres. Os principais agentes oxidantes gerados sdo hidroxilas (OHe)
superoxidos (O2™) e os perdxidos de hidrogénio (H202). Uma vez presente na célula, estes
podem iniciar reagdes oxidativas em cadeias altamente prejudiciais (MARCOS-FILHO, 2015).

Dentre 0s mecanismos enzimaticos envolvidos na detoxificacdo, destacam-se a
superdxido dismutase (SODs), a catalase (CATS) e a Ascobato peroxidase (APX). As SODs
dismutam o O™ a H20z e se localizam principalmente nas mitocondrias e nos cloroplastos
(APEL; HIRT, 2004). A Catalase ¢ uma enzima peroxissomal e glioxissomal que catalisa a
reducdo direta do H202 a H20 e O2 (YANIK; DONALDSON, 2005). A Ascobato peroxidase
(APX) é uma enzima que contribui significamente para a acdo de mecanismos de defesa das
sementes, reduzindo a exposicao dos sistemas de membranas aos efeitos do oxigénio. A enzima
remove radicais livres e utiliza peroxido de hidrogénio para oxidar substancias doadoras de
hidrogénio, como fenois, diaminas, acido ascérbico, aminoécidos e alguns ions inorganicos
(MARCOS-FILHO, 2015).

Assim, o0 objetivo no presente trabalho foi avaliar por meio de analises fisioldgicas e
atividades enzimaticas, o melhor periodo de imersdo das sementes de batata-doce em acido

sulfarico para superar a dorméncia.

2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério Central de Pesquisa em Sementes do
departamento de agricultura da escola de ciéncias agrarias (DAG/ESAL) na Universidade
Federal de Lavras (UFLA), Lavras MG. Foram utilizadas sementes botanicas de batata-doce
(Ipomoea batatas (L.) Lam), oriundas do policruzamento de progénies de meio-irméos do
banco germoplasma do programa de melhoramento genético da cultura da Universidade Federal
de Lavras (UFLA), Lavras, MG, Brasil, (21°14°43”S, 44°59°59”W, 919 m altitude). As

sementes foram colhidas na safra 2017/2018 e mantidas em camara fria.
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Escarificacdo quimica: as sementes de batata-doce (Ipomoea batatas (L.) Lam), foram
escarificadas utilizando &cido sulfurico concentrado (H2SO4) 98% em nove tempos de imersdo
que caracterizam os tratamentos: 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 e 40 minutos.

As sementes foram colocadas em um becker com uma quantidade de &cido sulfdrico
concentrado, suficiente para cobrir a massa de sementes que foram movimentadas com o auxilio
de um bastonete de vidro. Apds os periodos determinados para cada tratamento, o conteido do
becker foi despejado em um outro recipiente de vidro separando as sementes com uma peneira
plastica de malha fina. Em outro becker contendo agua, as sementes foram lavadas em agua por
2 vezes, sendo em seguida, colocadas em um saco de poa fixo a torneira para lavagem em agua
corrente por 10 minutos. Apos isso, as sementes foram destinadas aos testes a seguir:

Teste de Germinacdo: Para cada tratamento, o teste de germinacao foi realizado com quatro
repeticdes de 50 sementes distribuidas em caixas do tipo gerbox com papel mata borrédo,
umedecidos com agua destilada equivalente a 2,5 vezes o peso do substrato seco. Essas caixas
foram mantidas em camaras de germinacao do tipo BOD, com temperatura de 25°C (MELO,
2020) e fotoperiodo de 12h de luz, de acordo com as prescricdes das Regras para Andlise de
Sementes para 0 género Ipomoea (BRASIL, 2009). A avaliacdo ocorreu no 21° dia apos a
semeadura, determinando-se a porcentagem de plantulas normais, plantulas anormais, sementes
mortas e sementes duras.

Primeira contagem de Germinacgdo: A primeira contagem de Germinacdo foi realizada
utilizando-se a mesma metodologia descrita anteriormente para o teste de germinacao, sendo,
no entanto, contabilizada a porcentagem de plantulas normais aos sete dias ap6s a semeadura
(BRASIL, 2009).

Iindice de velocidade de Germinagéo: Durante os 21 dias de execucéo do teste, diariamente

foram contabilizadas as plantulas normais e o indice foi calculado conforme Maguire (1962):

IVG IVE—G1+G2+ Gn
/ " N1 N2 Nn

onde:
G1, G2, Gn = namero de plantulas na primeira, na segunda e na Gltima contagem.

N1, N2, Nn = nimero de dias de semeadura a primeira, segunda e Ultima contagem.

Teste de Emergéncia: O teste de emergéncia foi realizado com quatro repeticbes de 50

sementes para cada tratamento, distribuidas em bandejas plasticas com a mistura de solo e areia
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na porcdo de 2:1. A quantidade de &gua foi o equivalente a 60% da capacidade de campo
conforme prescrito nas RAS, Brasil (2009). As bandejas foram distribuidas em cadmara de
crescimento com temperatura de 25 °C e fotoperiodo de 12 horas de luz. A avaliagdo ocorreu
no 21° dia apds a semeadura, determinando-se a porcentagem de plantulas emergidas.

indice de velocidade de emergéncia: Durante os 21 dias de execucdo do teste, diariamente
foram contabilizadas as plantulas emergidas do solo. O indice foi calculado conforme férmula
proposta por Maguire (1962), a mesma descrita anteriormente.

Analise de imagem: As sementes escarificadas foram distribuidas em papel germitest,
umedecidos com &gua destilada o equivalente a 2,5 vezes o peso do substrato seco e mantidas
em camara de germinacdo a temperatura de 25 °C (MELO, 2020). Pela limitagdo do nimero de
sementes, para essa avaliacao, foram utilizadas 4 repeticGes com 25 sementes, cada tratamento.

Para a captura das imagens foi utilizado o sistema GroundEye®, versdo S800, composta
por um mdédulo de captacdo que possui uma bandeja de acrilico e uma camera de alta resolucéo
e um software integrado para avaliacdo. Foram capturadas as imagens de 4 pléantulas por
repeticdo. As plantulas foram inseridas na bandeja do médulo de captacdo para a obtencédo de
imagens de alta resolucdo. Na configuracdo da analise para a calibracdo da cor de fundo foi
escolhida a configuracdo que melhor se enquadrar. Depois da calibracdo da cor do fundo sera
realizada a andlise das imagens.

As avaliacGes foram realizadas ao 7° dia apds a semeadura e por meio da andlise das
imagens foram extraidos valores médios do tamanho da raiz primaria, comprimento do
hipocétilo ou coledptilo, razdo do tamanho da raiz priméria pelo comprimento do hipocétilo ou
coledptilo e tamanho total da plantula.

Perfis enzimaticos: Para a extracdo das enzimas antioxidantes, 50 sementes foram maceradas
em nitrogénio liquido. Em seguida o material foi homogeneizado com 1,5 mL do tampéao de
extracdo. Os homogeneizados foram centrifugados, por 30 minutos, a 4°C, coletando-se 0s
sobrenadantes para as andlises enziméaticas conforme apresentado por Biemelt, Keetman e
Albrecht (1998). A atividade da Superoxido dismutase (SOD) (EC 1.15.1.1) foi determinada
pela capacidade da enzima inibir a reducdo fotoquimica do nitro blue tetrazolium (NBT),
proposta por Giannopolitis e Ries (1977). Os tubos contendo o tampdo juntamente com a
amostra e o controle (meio de incubacdo sem a amostra), foram iluminados com lampada
fluorescente de 20 W por 7 minutos e as leituras realizadas a 560 nm. Uma unidade de SOD é
definida pela quantidade de enzima que inibe 50% da taxa de reducdo do NBT. A leitura sera
feita a 560 nm em espectrofotdmetro. A atividade da catalase (CAT) (EC 1.11.1.6) foi
determinada pelo decréscimo na absorbancia a 240nm, a cada 15 segundos, por 3 minutos,
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monitorado pelo consumo de perdxido de hidrogénio (HAVIR; MICHALE, 1987). A reacédo
sera iniciada pela adi¢do do H20; (e= 36 mM™.cm™). Uma unidade de catalase ¢ definida pela
quantidade de enzima necessaria para decompor 1 pmol min™ de H,0x.

A atividade ascorbato peroxidade (APX) (EC 1.11.1.11) foi determinada pela
diminuicdo da absorbancia do ascorbato (¢ = 2,8 mM™. cm™) a 290 nm a cada 15 segundos
durante 3 minutos, segundo Nakano e Asada (1981). Uma unidade de APX ¢é definida pela
quantidade de enzima necessaria para oxidar 1umol.min™ de &cido ascorbico. Foi utilizado
delineamento inteiramente casualizado com 3 repeticoes.

Anélise estatistica: O delineamento experimental utilizado, foi o delineamento inteiramente
casualizado (DIC), com 9 tratamentos (0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, e 40 minutos) e 4 repetigdes.
Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e as médias foram comparadas por
teste de comparacdo de médias Scott-Knott e regressdo. Todas as analises foram realizadas no

software R.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi observado aumento na porcentagem de germinacdo das sementes botéanicas de
batata-doce com o aumento no periodo de imersdo no acido sulfurico (TABELA 1). A
porcentagem de germinagdo de sementes quando imersas por 30 minutos, 35 minutos e 40
minutos ndo apresentam diferencas estatisticas, com porcentagem de germinacdo de 73%,
69,5% e 73,5% respectivamente. Quando em comparagdo com as sementes sem escarificacao,
aquelas submetidas ao acido por 40 minutos para quebra de dorméncia, apresentaram acréscimo
de mais de 600% na porcentagem de germinacdo. Os crescentes valores também foram
observados na porcentagem de germinacgdo na primeira contagem, no indice de velocidade de

germinacao e no indice de velocidade de emergéncia.
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Tabela 1 - Porcentagem de germinacdo, Porcentagem de plantulas normais na primeira
contagem de germinacéo, indice de velocidade de germinacdo (IVG), indice de
velocidade de emergéncia (IVE) e Porcentagem de plantulas emergidas de batata-
doce de acordo com o periodo de imersdo em acido sulfurico. UFLA, Lavras,

2021.
Pgrlodq de % ~ 1° Cont'agerp IVG % Emergéncia IVE
imerséo Germinacdo de germinacao
0 min 12E 6,5E 0,87E 145 E 2,1C
5 min 27D 215D 2,96 D 31D 71C
10 min 32D 24D 3,36 D 51C 13,17B
15 min 43C 34C 458 C 47C 11,1B
20 min 61B 49,5B 6,01 B 63B 13,24 B
25 min 57B 46,5B 593B 70B 21,48 A
30 min 73 A 61,5A 6,98 B 78A 23,43A
35 min 69,5 A 55,5B 6,81 B 82 A 22,87 A
40 min 735 A 67 A 8,65 A 68,5B 20,44 A
CV (%) 13,22 16,29 16,99 8,86 23,31

Médias seguida por letras maitsculas dentro de cada coluna, ndo diferem entre si a 5 % de probabilidade
pelo teste Scott-Knott.
Fonte: Da autora (2021).

Melo (2020) observou que a escarificacdo quimica por 20 minutos apresentou diferenca
significativa na porcentagem de germinacéo, quando comparado com sementes de batata-doce
imersas por 10 minutos em acido sulfurico concentrado. Esses resultados e 0s apresentados no
presente trabalho, diferem daqueles encontrados por Jorge et al. (2020), em que nao
encontraram diferencas estatistica na porcentagem de germinacdo, quando as sementes de
batata-doce foram imersas em acido sulfarico por 0, 30, 60 e 90 minutos.

Na presente pesquisa, assim como observado nos trabalhos com sementes de batata-
doce (MELO, 2020), com sementes de Chloroleucon acacioides, Senna macranthera
(CIPRIANI; GARLET; LIMA, 2019) e Crotalaria (CARDOSO et al., 2020) ndo houve
decréscimo da germinacdo com o maior tempo de exposicdo ao acido sulfdrico. O &cido
sulfarico pode penetrar no tegumento durante a escarificagdo, e entrando em contato com o
embrido, prejudica a viabilidade das sementes, mesmo que tenha sido feitas sucessivas lavagens
para a remoc¢do do acido da superficie das sementes. Além disso, o aumento do periodo de
imersdo pode causar ruptura das células essenciais, favorecendo as injurias mecénicas e a
invasdo de fungos, prejudicando também a emergéncia de plantulas (MENEGATTI et al.,
2017).
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Figura 1 - Porcentagem de germinacdo de sementes de batata-doce submetidas a diferentes
periodos de imersdo em &cido sulfurico.
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Fonte: Da autora (2021).

Foi observado aumento na porcentagem de germinacdo das sementes de batata-doce
com o0 aumento no periodo de imersdo no acido sulfarico. O modelo de regressao quadratica
(FIGURA 1) permite inferir relagdo no aumento do periodo de imersdo em acido sulfarico e no
aumento na porcentagem de germinacdo das sementes de batata-doce. Sementes de Ipomoea
indivisa e Ipomoea purpulrea, escarificadas com acido sulfarico, apresentaram aumento de
780% e 512% na porcentagem de germinagdo, respectivamente, em relacdo a testemunha
(PAZUCH et al., 2015).

Em relacdo a porcentagem de plantulas normais na primeira contagem de germinacéo,
as sementes de batata-doce imersas por 40 e 30 minutos apresentaram maiores porcentagem de
plantulas normais. Houve um incremento de 1000% na porcentagem de plantulas normais
qguando comparados as sementes imersas por 40 minutos e as sementes que ndo foram
escarificadas em acido sulfarico.

O indice de velocidade de germinagdo foi superior no periodo de 40 minutos.
Incremento de 994% no indice de velocidade de germinagdo em comparagdo com sementes que
ndo tiveram tratamento para quebra de dorméncia. O acido sulfurico possivelmente foi eficiente
para tornar o endocarpo menos resistente, devido ao desgaste da parede, tornando-0 mais
permeavel a entrada de agua e facilitando a protusdo da radicula, e mesmo o maior tempo de
exposicdo, ndo comprometeu as estruturas internas da semente. Quanto mais rapido é o

rompimento do tegumento mais rapida sera a velocidade de germinacdo, o que explica a acdo
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do &cido em maior concentracao e seu efeito na velocidade de germinacdo das sementes (NAIR
etal., 2017).

Figura 2 - Semente de batata-doce e o inicio do processo de germinacéo apos a embebicéo.
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Fonte: Da autora (2021).

Verifica-se na Tabela 1 que as sementes sem pré-tratamento apresentaram baixa
percentagem de emergéncia, comprovando dorméncia ja relatada por Pazuch et al. (2015)
comum ao género Ipomoea. Além disso, a analise dos resultados em sementes da testemunha
(0 min) mostrou menor indice de velocidade de emergéncia, ou seja, comum em sementes de
tegumento duro. Uma boa emergéncia permite que a espécie se estabeleca em um determinado
habitat ou superficie o quanto antes, o que confere a mesma, maiores chances de sobrevivéncia
(ARAUJO; SILVA; FERRAZ, 2017).

A porcentagem de plantulas na emergéncia € superior quando as sementes sdo
escarificadas por 35 e 30 minutos. Sementes imersas por 40, 35, 30 e 25 minutos ndo
apresentam diferenca estatisticas no indice de velocidade de emergéncia. Resultados diferentes
dos encontrados por Jorge et al. (2020), onde sementes botanicas de batata-doce imersas em
acido sulfarico ndo apresentaram diferenca estatistica nos diferentes periodos de imerséo.

A impermeabilidade do tegumento permite o prolongamento do tempo de vida das

sementes, podendo formar um banco de sementes persistente no solo pelo fato de distribuir a
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germinacdo no tempo e no espaco, 0 que pode aumentar as chances dessas sementes
encontrarem condigdes para o estabelecimento das plantulas em condigGes naturais. No entanto,
torna-se desvantajoso quando se deseja uma emergéncia rapida e uniforme, em processos de
utilizacdo de sementes em grande escala, como quando da utilizacdo em programa de
melhoramento genético (ARAUJO; SILVA; FERRAZ, 2017).

Observa-se que no presente trabalho e nos trabalhos apresentados (JORGE et al., 2020;
MELO, 2020), alguns com os mesmos tempos de imersdo em &cido, os resultados foram
contrastantes. Uma hipotese é a possivel diferenca de resposta germinativa relacionada a
diferentes genotipos. A utilizacdo do acido sulfrico apresenta uma série de inconveniéncia,
como alto grau de corrosividade, riscos de acidentes que podem resultar em queimaduras de
guem 0 manuseia e a geracdo de residuos poluentes, no entanto, mostrou-se bastante eficiente
para superacdo da dorméncia de sementes de batata-doce, onde se obteve um porcentual de
emergéncia de aproximadamente 70%. Levando em consideracdo que a espécie em estudo
apresenta uma grande quantidade de sementes duras, esse resultado era previsivel, no entanto,

por ser um método pouco pratico, a reducdo do tempo de exposicdo ao acido se faz necessaria.

Figura 3 - Comprimento do hipocotilo (linha verde), tamanho da raiz priméria (linha vermelha),
tamanho total da plantula de batata-doce resultado da soma do tamanho do hipocétilo
e 0 tamanho da raiz primaria obtidos pelo sistema GroundEye®, Lavras, 2021.
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Fonte: Da autora (2021).
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Na avaliacdo do vigor das plantulas de batata-doce (FIGURA 3) utilizando o sistema
computacional GroundEye® (TABELA 2), observa-se que o tamanho da raiz primaria, a razdo
do tamanho da raiz primaria pelo hipocétilo e o tamanho total ndo apresentaram diferenca
estatistica, pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade, evidenciando que os diferentes
tempos de imersdo para superar a dorméncia, ndo interferem no comprimento de plantulas, o
que impossibilita separar as sementes em diferentes grupos de qualidade, a partir dessas
caracteristicas.

O tamanho do hipocétilo apresentou inconsisténcia nos resultados, uma vez que teve
melhor desempenho em plantulas cuja sementes receberam escarificacdo quimica com &cido
sulfarico nos periodos de 5, 15, 25, 30, 35 e 40 minutos diferenciando apenas em 2 grupos
Resultados semelhantes foram verificados por Melo (2020), que ao avaliar plantulas de
diferentes gendtipos de batata-doce no sistema GroundEye®, apenas o tamanho do hipocotilo

demostrou interagdo significativa.

Tabela 2 - Tamanho do hipocétilo (cm), tamanho da raiz primaria (cm), razdo do tamanho da
raiz primaria pelo hipocoétilo (cm) e tamanho total de plantulas de batata-doce
submetidas a diferentes periodos de imersdo em acido sulfurico analisadas por meio
do sistema GroundEye®. UFLA, Lavras, 2021.

. Tamanho do . Razéo do tamanho da raiz
Periodo de s Tamanho da raiz L L Tamanho
. ~ hipocotilo L primaria pelo hipocétilo
imersao primaria (cm) total (cm)
(cm) (cm)

0 min 6,32 B 8,73 A 1,45 A 15,05 A

5 min 7,82 A 10,05 A 1,39 A 17,87 A
10 min 6,68 B 9,89 A 1,50 A 16,57 A
15 min 759 A 11,15A 1,54 A 18,75 A
20 min 6,98 B 10,76 A 1,63 A 17,74 A
25 min 7,49 A 10,63 A 1,44 A 18,12 A
30 min 7,88 A 9,58 A 1,28 A 17,46 A
35 min 7,74 A 10,19 A 1,38 A 1793 A
40 min 7,41 A 10,66 A 1,48 A 18,06 A
CV (%) 10,35 15,29 17,83 9,89

Médias seguida por letras maiusculas iguais dentro de cada coluna, ndo diferem entre si a 5 % de
probabilidade pelo teste Scott-Knott.
Fonte: Da autora (2021).

As avaliagOes no sistema GroundEye® ocorrem aos 7 dias apos a semeadura devido a
limitacdo de captura de imagem das plantulas no aparelho. Aos 21 dias apds a semeadura as
plantulas de batata-doce superam o limite da captacdo maxima do comprimento das plantulas.

As avaliagdes de vigor automatizadas apresentaram divergéncia dos resultados dos

testes fisiolégicos (TABELA 1). Medeiros et al. (2019), também observaram variacdo de
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desempenho de alguns lotes de milho na anélise de imagem, quando em comparacdo aos
resultados obtidos nos testes fisiologicos. Testes de vigor com base no desempenho ou nas
caracteristicas de plantulas, incluindo nesses o comprimento de plantulas ou de suas partes
constituintes (raiz primaria, hipocétilo), de forma automatizada, tém sido utilizados em
pesquisas sobre a avaliacdo do vigor de sementes das mais variadas espécies (MARCOS-
FILHO, 2015). No entanto, como observado no presente trabalho, na diferenciacdo em
diferentes niveis de qualidade para sementes de batata-doce apds imersdo em acido, essa forma
de avaliacdo ndo foi eficiente.

A atividade de certas enzimas tem sido avaliada no intuito de detectar as diversas
reacOes metabolicas que envolvem a sintese e a degradacdo de moléculas durante o processo de
germinacdo. Além disso, o sistema antioxidante enzimatico é fundamental para aumentar a
tolerancia da planta a possiveis disturbios ocasionados por fatores bioticos ou abio6ticos, como
por exemplo, a submissdo das sementes a quebra de dorméncia com &cido (SINGH;
SRIVASTAVA,; PRASAD, 2013).

Os sistemas isoenzimaticos das sementes de batata-doce submetidas aos periodos de 0,
5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 e 40 min de imersdo em &cido, revelados para superéxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), e ascorbato peroxidase (APX), estdo apresentados nas Figuras 4, 5 e 6.

As enzimas superoxido dismutase e catalase constituem eficientes mecanismos de
desintoxicacdo, atuando na remocdo de radicais livres (SINGH; SRIVASTAVA; PRASAD,
2013). A SOD (FIGURA 4) é considerada como primeira linha de defesa antioxidante contra
as EROs, o que explica ser a Gnica enzima que apresentou aumento da sua atividade em relacéo
a testemunha quando em contato com o &cido sulfurico.

Este resultado indica uma aparente organizagdo do sistema antioxidante nas sementes
de batata-doce quando em contato com o 4cido. No entanto, ndo houve alteracdo do perfil
enzimatico da superoxido dismutase com o aumento do tempo de imersdo em acido (FIGURA
4).

A degradacio de O? - ¢ catalisada pela SOD, entretanto H.0> é degradado pela CAT e
peroxidases (POXs). A CAT é responsavel por remover perdxido de hidrogénio presente em
altas concentragBes nos peroxissomos, protegendo as células de danos oxidativos decompondo
H202 em oxigénio molecular e agua (SINGH; SRIVASTAVA; PRASAD, 2013). Pela Figura
5, observa-se atividade da enzima catalase (CAT) nas sementes de batata-doce em todos 0s
intervalos de imersdo em acido, porém os diferentes periodos de imersdo ndo apresentaram

diferenca estatistica pelo teste de Scott-Knott.
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Figura 4 - Atividade da superdxido dismutases (SOD) em funcdo do periodo de imersdo de
sementes de batata-doce em acido sulfurico.
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Fonte: Da autora (2021).

Figura 5 - Atividade da Catalase (CAT) em funcdo do periodo de imersdo de sementes de batata-
doce em &cido sulfurico.
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Fonte: Da autora (2021).

Vérios fatores podem afetar a atividade da catalase, como o0 agente toxico estressante,
sua concentragdo utilizada, o tempo de exposicdo e a espécie vegetal, o que, de certa forma,
pode fazer com que a atividade dessa enzima seja submetida a grandes variacdes (PEREIRA,
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2010). Essa diminuic&o da atividade da CAT também pode estar associada a inibi¢&o da sintese
da enzima em presenca do cadmio.

A APX age contra os intermediarios reativos de oxigénio, degradando o H202, mas,
diferentemente de outras enzimas, a APX depende de um sistema de regeneracao de glutationa
reduzida, o ciclo ascorbato-glutationa e requer ascorbato como doador especifico de elétrons
para reduzir o H2O, & 4gua. Dada a importancia dessa enzima na defesa antioxidante das
plantas, 0 aumento de sua atividade tem sido apresentado por varias espécies quando expostas
a diferentes agentes toxicos (MOLLER; JENSEN; HANSSON, 2007). Na Figura 6, verifica-se
a atividade da APX.

A atividade da ascorbato peroxidase foi superior em sementes imersas em &cido
sulfurico por 15, 20, 25, 30, 35 e 40 minutos (FIGURA 6), sendo que no periodo de 5 min,
apresentou menor atividade. Se comparado com a catalase (FIGURA 5), essa baixa atividade
aos 5 minutos, pode ser explicada pela maior atividade da catalase para suprir a baixa presenca
de APX, jé& que as duas agem dismutando o peréxido de hidrogénio (BEWLEY et al., 2013). A
manutencdo de sua atividade nos demais periodos, demonstra a a¢do conjunta dessa enzima,

com a catalase, na eliminacao do H20:..

Figura 6 - Atividade da ascorbato peroxidase (APX) em funcdo do periodo de imersdo de
sementes de batata-doce em acido sulfurico.
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Segundo Bicalho (2016), o H2O2 é uma molécula sinalizadora da superacdo da
dorméncia de sementes de macauba, estando em maiores niveis em lotes ou tratamentos que

resultaram em maior germinabilidade. Essa observacdo, esta de acordo com os resultados
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encontrados para as sementes botanicas de batata-doce, pois nos tratamentos com maiores
atividades das enzimas superoxido dismutase e ascorbato peroxidase sdo0 0S mesmos
tratamentos que apresentaram maiores porcentagens de germinag&o.

No presente trabalho, observa-se que quebra dorméncia de sementes de batata-doce,
utilizando o &cido sulfarico, ndo prejudica a qualidade fisioldgica e o sistema antioxidante €
eficiente na eliminacdo dos EROs provenientes do estresse causado pelo contato com o agente

quimico.

4 CONCLUSAO

A utilizacdo de &cido sulfurico é eficiente na quebra de dorméncia de sementes de
batata-doce.

O tempo de exposi¢do ao &cido sulfurico recomendado para a quebra de dorméncia de
sementes de batata-doce é de 30 minutos.

A andlise automatizada do vigor de plantulas utilizando GroundEye® néo € eficiente na
diferenciacdo em diferentes niveis de vigor de plantulas de batata-doce.

A exposicdo ao acido sulfurico ndo afeta a atividade das enzimas do sistema
antioxidantes de sementes botanicas de batata-doce. E o sistema antioxidante nessas sementes

é eficiente na eliminacdo das espécies reativas de oxigénio.
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SEMENTES BOTANICAS DE BATATA-DOCE APOS QUEBRA DE DORMENCIA
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RESUMO

As sementes botanicas de batata-doce apresentam dorméncia tegumentar. O método para
superar esse tipo de dorméncia é através da escarificacdo quimica. A imersdo em &cido sulfdrico
causa alteracdes no tegumento e podem causar danos a semente. Dessa forma, o objetivo com
esse trabalho foi avaliar a influéncia do &cido sulfurico para quebra de dorméncia, nas estruturas
internas das sementes de batata-doce através de analises anatdbmicas e com cameras térmicas.
Os testes foram realizados no laboratério de anatomia vegetal do Departamento de Biologia na
Universidade Federal de Vicosa (UFV), Vicosa MG. As sementes foram escarificadas
utilizando &cido sulfurico concentrado em nove periodos de imersdo: 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30,
35, e 40 minutos. Em um becker, foi adicionado &cido sulfurico em quantidade suficiente para
cobrir a massa de sementes. Apos o0s periodos, as sementes foram lavadas em &gua por 2 vezes
e em seguida, foram colocadas em um saco de poa fixo a torneira para lavagem em agua
corrente por 10 minutos. Para as analises anatdbmicas, apos as sementes serem escarificadas, as
sementes foram fixadas, inclusas e seccionadas em microtomo. A captura de imagens com
camera térmica foi feita nos periodos de Oh, 6h e 24h ap6s serem colocadas para embeber. As
sementes de batata-doce sem escarificacdo quimica e as escarificadas por 5, 10, 15, 20 e 25
minutos apresentaram auséncia ou poucas rupturas do tegumento, que consequentemente reduz
a porcentagem de germinacdo. Ja as sementes imersas em acido sulfurico por 30, 35 e 40
minutos apresentaram menor espessamento e ruptura no tegumento. Assim que as sementes
foram colocadas para embeber observou-se raros pontos de maiores temperaturas dentre 0s
tratamentos. Em 6h apds o inicio da embebicdo, as sementes que ndo foram escarificadas e as
sementes que foram escarificadas por 5, 10, e 15 minutos apresentaram pouca alteracdo em
comparacao as imagens capturadas no inicio da embebicdo. Sementes que ficaram imersas por
20, 25, e 30 minutos, ja indicava metabolismo ativo pela coloracdo mais intensa na escala de
temperatura. As sementes imersas em acido sulfurico por 35 e 40 minutos apresentaram
sementes com coloracdo amarela mais nitida. Algumas sementes escarificadas por 30, 35 e 40
minutos ja apresentavam protusdo radicular. Ap6s 24h de embebicdo, as sementes dos
tratamentos 0, 5 e 10 minutos de imersdo em 4&cido sulfirico apresentavam coloracdo
amarelada. As sementes escarificadas quimicamente por 15, 20 e 25 minutos apresentavam
coloragdo amarelo mais intenso e algumas sementes apresentavam protusdo radicular.
Enquanto, as sementes escarificadas por 30, 35 e 40 minutos apresentavam coloracédo
avermelhadas e praticamente todas as sementes ja estavam com estadio de protusdo radicular.
Portanto, sementes botanicas de batata-doce imersas por periodos superiores a 30 minutos
sofrem rupturas mais significativas e reativam o metabolismo mais rapidamente.

Palavras-chave: Ipomoea batatas (L.) Lam. Anatomia de sementes. Tegumento. Camera
térmica. Metabolismo.
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1 INTRODUCAO

A batata-doce (Ipomoea batatas (L.) Lam) € uma hortalica cultivada em todo territorio
brasileiro. E uma planta ristica, com ampla adaptabilidade a diferentes condicdes de cultivo e
baixo custo de producdo. Pertencente a familia Convolvulaceae, a batata-doce é o Unico
membro hexapldide (2n = 6x = 90), além disso, apresenta grande variabilidade dentro da
espécie, provavelmente devido ao alto nivel de ploidia. A cultura possui raizes com diversidade
de cores e tamanhos, sendo ricas em proteinas, carboidratos, polifendis e carotenoides. Possuli
baixo teor de gordura, apresentando-se como uma boa fonte alimentar de antioxidante para
prevenir os danos dos radicais livres (ALAM; RANA; ISLAM, 2016; DA SILVA;
PONIJALEKI; SUINAGA, 2012; DONATO et al., 2020; HASKELL et al., 2004; RITSCHEL
etal., 1999).

Apesar da cultura ser propagada de forma assexuada, as sementes botanicas séo de
fundamental importancia para o desenvolvimento dos programas de melhoramento,
principalmente devido a baixa producdo de sementes de muitos dos gendtipos, ou seja, para
garantir a continuidade de um programa de melhoramento com a cultura da batata-doce a alta
porcentagem de germinagdo e a qualidade das plantulas obtidas sdo fundamentais. Cada
semente boténica de batata-doce é potencialmente uma nova cultivar, demonstrando a
importancia do maior aproveitamento das sementes produzidas nos programas de
melhoramento.

A germinacdo requer quantidades adequadas de agua, temperatura, oxigénio e com
frequéncia luz e nitrato. Desses, a 4gua é o fator mais limitante, contudo, sementes de algumas
espécies, mesmo em condicdes favoraveis do meio, acabam ndo germinando pelo fato de
apresentarem algum tipo de dorméncia. As sementes botanicas de batata-doce apresentam
impermeabilidade do tegumento, caracterizada como dorméncia exdgena-fisica, em que 0s
envoltérios conferem determinada resisténcia a entrada de agua e/ou gases ao embrido,
dificultando o inicio da hidratagéo e, consequentemente, do processo germinativo (BEWLEY
etal., 2013; SOLTANI et al., 2021).

Para superar a dorméncia deve-se utilizar um método eficiente que aumente as taxas de
germinacdo e possibilite maior disponibilidade de plantulas. Para superar a dorméncia fisica,
diversos métodos séo indicados. O uso de acido, ¢é indicado para diversas espécies (NAIK;
DESHPANDE, 2021). Wilson et al. (1989), recomendam a escarificagdo de sementes de batata-

doce em &cido sulfarico (98%) por 40 minutos em um recipiente de vidro. Utilizando essa
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metodologia, os autores obtiveram 95% de germinacdo. Porém, 0 agente quimico pode causar
danos as sementes e comprometer o embrido, levando inclusive, a morte (SILVA et al., 2014).

Estudos que relacionam a dorméncia tegumentar com as caracteristicas anatomicas
fornecem subsidios para selecionar o melhor método de quebra da dorméncia. Estes estudos
devem ser avaliados para cada espécie, pois a espessura do tegumento e a coloracdo se
relacionam a dureza do tecido externo, variam de espécie para espécie e podem afetar a
velocidade da entrada de &gua (MANDIZVO; ODINDO, 2019).

As caracteristicas, fisicas e quimicas do tegumento, se relacionam com sua qualidade
fisioldgica e velocidade de germinagdo (MANDIZVO; ODINDO, 2019). Rotineiramente, sdo
feitas analises anatdmicas e histoquimicas com o objetivo de determinar e localizar barreiras
mecanicas e/ou quimicas no tegumento de sementes e, determinar o método mais eficiente para
superar a dorméncia. Além disso, a utilizacdo de técnicas em anatomia e com cameras térmicas
podem subsidiar o conhecimento das alteragdes que &cido sulfirico pode causar nas sementes.

No entanto, ndo foi encontrado na literatura estudos sobre a anatomia e a utilizagéo de
cameras térmicas de sementes de batata-doce. Portanto, o objetivo com esse trabalho foi avaliar
a influéncia do acido sulfarico para quebra de dorméncia, nas estruturas internas das sementes

de batata-doce por meio de analises anatdbmicas e com cameras térmicas.

2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério Central de Pesquisa em Sementes do
departamento de agricultura da escola de ciéncias agrarias (DAG/ESAL) na Universidade
Federal de Lavras (UFLA), Lavras MG. Foram utilizadas sementes botanicas de batata-doce
(Ipomoea batatas (L.) Lam), oriundas do policruzamento de progénies de meio-irméos do
banco germoplasma do programa de melhoramento genético da cultura na Universidade Federal
de Lavras (UFLA), Lavras, MG, Brasil, (21°14’43”S, 44°59°59”W, 919 m altitude). As
sementes foram colhidas em 2017/2018 e mantidas em camara fria.

Escarificagdo quimica: as sementes de batata-doce (Ipomoea batatas (L.) Lam), foram
escarificadas utilizando acido sulfurico concentrado P.A. (H2SO4) 98% em nove periodos de
imers&o que caracterizam os tratamentos: 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 e 40 minutos.

As sementes foram colocadas em um becker com uma quantidade de &cido sulfdrico
concentrado, suficiente para cobrir a massa de sementes que foram movimentadas com o auxilio
de um bastonete de vidro. Apos os periodos determinados para cada tratamento, o contetdo do

becker foi despejado em um outro recipiente de vidro separando as sementes com uma peneira
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plastica de malha fina. Em outro becker contendo agua, as sementes foram lavadas em agua por
2 vezes, sendo em seguida, colocadas em um saco de poa fixo a torneira para lavagem em agua
corrente por 10 minutos. Apos isso, as sementes foram destinadas aos testes a seguir:

Estudo anatbmico: Apos as sementes serem escarificadas em acido sulfarico nos diferentes
tempos de imerséo, elas foram fixadas em FAASQ, por 48 h sob vécuo. Posteriormente, as
sementes foram estocadas em etanol 70% (JOHANSEN et al., 1940). Em seguida foram
desidratadas em uma série etilica crescente (85%, 95% e 95%+ resina 1:1), incluidas em
metacrilato (Historesin-Leica), segundo as recomendacGes do fabricante. O material foi
seccionado longitudinalmente em micrétomo rotativo de avango automatico (modelo RM2155,
Leica microsystems Inc., Deerfield, USA), com 5 um de espessura, corado com azul de
toluidina (O’BRIEN; McCULLY, 1981) e montado em ldminas histologicas permanentes. As
imagens foram obtidas em microscépio de luz (modelo AX-70 TRF, Olympus Optical, Tokyo,
Japan), acoplado a camera fotogréfica digital (modelo Zeiss AxioCam HRc, Géttinger,
Germany) e microcomputador com o programa de captura de imagens Axion Vision. As
imagens foram avaliadas quanto as alteracdes estruturais, como intensidade da coloracéo,
espessura do tegumento e desgastes decorrentes dos efeitos dos tratamentos no tegumento das
sementes. Metodologia adaptada para cultura.

Anélise térmica: Foram colocadas 25 sementes dos diferentes tratamentos para embeber em
placa de petri com papel germitest, com agua destilada a 25 °C com quantidade de 2,5 vezes o
peso do papel. As imagens foram obtidas por meio de uma cdmera de imagem térmica nos
periodos de Oh, 6h e 24h apds as sementes serem colocadas para embeber. Metodologia

adaptada para cultura.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As sementes botanicas de batata-doce apresentaram dois tipos de comportamento em
relacdo a infiltracdo e a facilidade de corte nas andlises anatdmicas. Sementes que foram
expostas por menos tempo ao acido sulfarico: 0, 5, 10, 15, 20 e 25 minutos, apresentaram menor
infiltracdo da resina, logo menor facilidade de obtencao de cortes intactos (FIGURA 1).

Nesses periodos de imersédo em &cido sulfurico, foi observado que o tegumento estava
praticamente intacto, com poucas rupturas e desgastes (FIGURA 1A e 1B). Ficou evidente o
alto espessamento em regides proximas ao eixo embrionario (FIGURA 1A), com grande

espessamento da regido constituida de osteoesclereides (FIGURA 1B). Os osteoesclereides se
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desenvolvem a partir da hipoderme do tegumento externo e, somadas & camada palicadica, sdo
estruturas comuns nas sementes de leguminosas (NAIK; DESHPANDE, 2021).

Foi possivel perceber também que o cotilédone apresentava regibes com baixa
infiltracdo da resina (FIGURA 1C). Mesmo resultado verificado nas células do eixo
embrionario (FIGURA 1D). Além disso, células que compunham o tegumento estavam
praticamente intactas na maior parte circundante das sementes (FIGURA 1D). A grande
intensidade de coloracdo, indicou menor desgaste dos componentes de parede celular do
tegumento das sementes, nas quais ndo houve escarificacdo. Nas sementes escarificadas com
acido sulfarico por periodos maiores observamos comportamento oposto, com maior desgaste
do tegumento e presenca de trincas e rachaduras, que facilitam a entrada de dgua (FIGURA 3).
A barreira mecéanica imposta ao tegumento, evidenciada nas imagens, justifica a baixa taxa de

germinacdo do grupo de sementes com menor tempo de exposicdo ao acido (FIGURA 3).
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Figura 1 - Anatomia de luz de sementes de batata-doce coradas com azul de toluidina
submetidas a imersdo em acido sulfurico por 0, 5, 10, 15, 20 e 25 minutos. A =
semente inteira, B = Tegumento (tg); corado em azul claro macroesclereides,
coloracdo arrouxeada osteoesclereides (0s), C = imagem aumentada do cotilédone
(ct) e dos tegumentos, D = imagem aumentada da regido do eixo embrionério (ee),
destacando as células do eixo, osteoesclereides e macroesclereides. Setas pretas
indicam ruptura do tegumento, cabecas de seta destaca o tegumento com a parte
externa lignificada. Seta branca indica células do eixo embrionario com problemas
de infiltracdo. Marcadores vermelhos evidenciam o alto espessamento imposto pelo
tegumento e seus componentes. Endosperma (ed), Esclereides (es). Barras = 500

um.

Fonte: Da autora (2021).
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Figura 2 - Porcentagem de germinacdo de sementes de batata-doce submetidas a diferentes
periodos de imersdo em &cido sulfurico.
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Fonte: Da autora (2021).

Foi observado aumento na porcentagem de germinacdo das sementes de batata-doce
com o0 aumento no periodo de imersdo no acido sulfarico. O modelo de regressao quadratica
permite inferir relagdo no aumento do periodo de imersdo em &cido sulfirico e no aumento na
porcentagem de germinacdo das sementes de batata-doce. Sementes de Ipomoea indivisa e
Ipomoea purpurea, escarificadas com &cido sulfirico, apresentaram aumento de 780% e 512%
na porcentagem de germinacao, respectivamente, em relacdo a testemunha (PAZUCH et al.,
2015).

As sementes de batata-doce imersas em acido sulfarico por 30, 35 e 40 minutos,
apresentaram boa infiltracdo da resina e facilidade de corte. Observou-se maior quantidade de
rupturas no tegumento (FIGURA 3A, 3B e 3D). Além disso, apresentaram regides do
tegumento menos espessadas (FIGURA 3A, 3B e 3D).
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Figura 3 - Anatomia de luz de sementes de batata-doce coradas com azul de toluidina
submetidas a imersdo em &cido sulfarico por 30, 35 e 40 minutos. A = semente
inteira, B = Tegumento (tg); corado em azul claro macroesclereides, coloracéo
arrouxeada osteoesclereides (0s), C = imagem aumentada do cotilédone (ct) e dos
tegumentos, D = imagem aumentada da regido do eixo embrionario (ee), destacando
as celulas do eixo, osteoesclereides e macroesclereides. Setas pretas indicam
ruptura do tegumento, cabecas de seta destaca o tegumento com a parte externa
lignificada. Seta branca indica células do eixo embrionario com problemas de
infiltracdo. Marcadores vermelhos evidenciam o alto espessamento imposto pelo
tegumento e seus componentes. Endosperma (ed), Esclereides (es). Barras = 500
pm.

Fonte: Da autora (2021).

Observou-se também que a camada de osteoesclereides era menos espessa (FIGURA
3A e 3D). Na Figura 3A, 3B e 3C observa-se que as células dos cotilédones e do eixo
embrionario (FIGURA 3A e 3D), apresentavam boa infiltracdo e normalidade. Também, neste
grupo, com maior tempo de imersdo no acido, observou-se rupturas mais intensas, rompendo
todas as camadas do tegumento, oferecendo acesso direto ao interior das sementes (FIGURA

3D). Além disso, a tonalidade de coloragdo proporcionada pelo corante evidéncia maior
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desgaste do tegumento quando escarifica sementes de batata-doce por periodos maiores em
acido sulfurico. Nesse grupo a escarificacdo quimica, proporcionou aumento nos percentuais
de germinacdo das sementes de 608%, em relacdo a testemunha. Através de uma camera
acoplada a lupa e com a utilizacdo do programa Zen blue é possivel observar que as sementes
ndo escarificadas quimicamente apresenta maior espessura do tegumento de 0,172mm
(FIGURA 4A). Ja as sementes imersas por 15, 30 e 40 minutos apresentam espessura de
0,111mm, 0,113mm e 0,130 mm respectivamente (FIGURA 4B, 4C e 4D). Houve uma reducéo
na espessura do tegumento nos periodos de imersdo 15 e 30 minutos, porém mesmo o
tegumento permanecendo relativamente espesso ap0s 40 minutos de imersdo em acido

sulfarico, a absorcao de 4gua aconteceu pelas rupturas causadas pelo acido (FIGURA 3).

Figura 4 - Imagens capturadas por camera acoplada a lupa de sementes de batata-doce A =
semente sem escarificacdo; B = Semente imersa por 15 minutos em acido sulfurico;
C = Semente imersa por 30 minutos em acido sulfirico; D = Semente imersa por 40
minutos em acido sulfurico.

Fonte: Da autora (2021).

Na analise térmica, nas imagens logo apos a embebigdo observou-se que as sementes se

encontravam frias, de acordo com a escala térmica da cAmera. Apenas algumas sementes,
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conforme Figura 5C, 5D, 5F e 5G, apresentavam leve aquecimento que pode ser interpretado
como o inicio da embebicdo e do metabolismo celular.

Figura 5 - Anélise térmica de sementes de batata-doce no inicio da embebicdo (Oh). A =
sementes sem imersdo em &cido sulfarico, B = sementes imersas por 5 minutos em
acido sulfurico, C = sementes imersas por 10 minutos em acido sulfarico, D =
sementes imersas por 15 minutos em acido sulfirico, E = sementes imersas por 20
minutos em &cido sulfarico, F = sementes imersas por 25 minutos em &cido sulfarico, G =
sementes imersas por 30 minutos em acido sulfdrico, H = sementes imersas por 35 minutos
em acido sulfarico e | = sementes imersas por 40 minutos em &cido sulfarico.
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Fonte: Da autora (2021).

A dorméncia fisica quando superada utilizando técnicas de escarificagdo desenvolvidas
para causar ruptura ou desgaste dos tegumentos da semente, permite a hidratacdo e o inicio do
processo de germinagdo. A absor¢do de agua na maioria das sementes, proporciona uma
germinacdo com padrdo trifasica. A reidratacdo das macromoléculas celulares ativa 0s
processos metabdlicos basais, incluindo a respiracdo, a transcricdo e a tradugdo. Na fase I, as
sementes secas embebem ou absorvem agua rapidamente. Ja que a dgua flui do potencial hidrico
mais alto para o mais baixo, a absor¢do de 4gua cessa quando a diferenca no potencial hidrico

entre a semente e 0 ambiente se torna zero. Nesta fase ocorre a retomada metabdlica, a
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respiracdo aerobica fornece o principal suprimento de energia necessario para a germinacao. A
reativacdo das mitocondrias ocorre quase de imediatamente apds a reidratacdo
(PASZKIEWICZ et al., 2017; TAIZ et al., 2017).

Durante a fase Il, as células expandem-se e a raiz primaria emerge da semente. A
atividade metabolica aumenta, e ocorre o afrouxamento da parede celular. A germinacgéo
depende do equilibrio de duas forcas opostas: o potencial de crescimento do eixo embrionério,
divisdo e alongamento celular (zona de crescimento radicula-hipocétilo) e a reducédo da barreira
que cobre sementes (endosperma, testa e pericarpo) (STEINBRECHER; LEUBNER-
METZGER, 2016). A biomecénica do crescimento das células embrionéarias durante a
germinagdo das sementes depende do afrouxamento irreversivel da parede celular seguido pela
absorcéo de agua devido a diminuicdo do turgor, e isso leva ao alongamento do embriéo e,
eventualmente, a emergéncia da raiz. O enfraguecimento do endosperma é pré-requisito para a
emergéncia da radicula sendo um fendmeno amplamente difundido entre as angiospermas. Na
fase 111, a absorcéo de agua reinicia a medida que a plantula se estabelece (BEWLEY, 2013).

Nas imagens capturadas apés 6h do inicio da embebicdo (FIGURA 6), as sementes que
ndo foram escarificadas e as sementes que foram escarificadas por 5, 10, e 15 minutos,
apresentavam pouca alteracdo em comparacao as imagens capturadas no inicio da embebicao
(FIGURA 4). Enquanto, as sementes que ficaram imersas por 20, 25, e 30 minutos em acido
sulfarico, ja era possivel notar aumento da coloragdo amarela, indicando metabolismo ativo. As
sementes imersas em acido sulfarico por 35 e 40 minutos apresentaram sementes com coloracéo
amarela mais nitida. Algumas sementes escarificadas por 30, 35 e 40 minutos ja apresentavam
protusdo da raiz primaria.

Na Figura 7, apds 24 h de embebic&o, as sementes dos tratamentos 0, 5 e 10 minutos de
imersdo em acido sulfurico apresentava coloracdo amarelado. As sementes escarificadas
guimicamente por 15, 20 e 25 minutos apresentavam coloragcdo amarelo mais intenso e algumas
sementes apresentava protusdo radicular. Enquanto, as sementes escarificadas por 30, 35 e 40
minutos apresentavam coloracdo avermelhada e praticamente todas as sementes ja estavam com
estadio de protusdo radicular. Em Ipomoea purpurea, estudos comprovam que a escarificacdo
guimica utilizando acido sulfarico promoveu incremento de 620% no indice de velocidade de
germinacdo. Porém, Jorge et al. (2020) ndo observaram diferenca significativa em sementes de
batata-doce submetidas a quebra de dorméncia com &cido sulfarico na porcentagem de

germinacdo e no indice de velocidade de emergéncia nos diferentes periodos de imerséo.
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Figura 6 - Andlise térmica de sementes de batata-doce apds 6h do inicio da embebicdo. A =
sementes sem imersao em acido sulfurico, B = sementes imersas por 5 minutos em
acido sulfarico, C = sementes imersas por 10 minutos em &cido sulfdrico, D =
sementes imersas por 15 minutos em &cido sulfarico, E = sementes imersas por 20
minutos em acido sulfarico, F = sementes imersas por 25 minutos em &cido sulfarico,
G = sementes imersas por 30 minutos em &cido sulfarico, H = sementes imersas por
35 minutos em &cido sulfurico e | = sementes imersas por 40 minutos em &cido
sulfarico.
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Fonte: Da autora (2021)

As mudancas na coloragdo, causadas pela retomada metabdlica, retomada da respiracéo
aumenta o fluxo de calor emitido pelas sementes durante o processo de germinagdo. O
metabolismo é afetado pela embebicdo, respiracdo, decomposicao de nutrientes e outras reaces
fisicas, bioquimicas e quimicas correlacionadas com a semente viabilidade (KIM et al., 2013,
2014; THAKUR et al., 2020). Mudancas na colora¢do medidas por sensores de termografia
infravermelha, se caracteriza como técnica com grande potencial na avaliacdo da viabilidade
de sementes e vigor (THAKUR et al.,, 2020). A medida de uma pequena variagcdo na
temperatura das sementes (fluxo de calor) pode ajudar na avaliagcdo das mudangas metabolicas
em tempo real durante a germinacdo antes da protrusdo radicular (KRANNER et al., 2010;
MEN et al., 2017). Cores mais avermelhadas indicam retomada metabolica, ou seja, entrada de
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agua, aumento da respiracéo, atividade mitocondrial, producdo de ATP, translocacéo de reserva

culminando na germinacéo.

Figura 7 - Analise térmica de sementes de batata-doce apds 24h de embebicdo. A = sementes
sem imersdo em &cido sulfirico, B = sementes imersas por 5 minutos em &cido
sulfurico, C = sementes imersas por 10 minutos em acido sulfurico, D = sementes
imersas por 15 minutos em &cido sulfdrico, E = sementes imersas por 20 minutos em
acido sulfdrico, F = sementes imersas por 25 minutos em acido sulfurico, G =
sementes imersas por 30 minutos em acido sulfurico, H = sementes imersas por 35
minutos em acido sulfaricoe J = se?mentes imersas por 40 minutos em acido sulfarico.
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Fonte: Da autora (2021).

4 CONCLUSAO

A imersdo de sementes de botanicas de batata-doce em &cido sulfurico por periodo
superior a 30 minutos causa desgastes no tegumento o que permite a reidratagdo e ativagdo do

metabolismo.
As camaras térmicas podem ser utilizadas para identificar que a absorcéo de agua e

ativagdo do metabolismo ocorrem mais rapida em sementes de batata-doce escarificadas

guimicamente.
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A anatomia vegetal como ferramenta cientifica propicia o entendimento do efeito do
acido sulfurico na quebra da dorméncia das sementes de batata-doce por meio do desgaste das
estruturas que agem como barreira fisica.

Por meio das analises de imagem, é possivel ajustar melhor o tempo de exposi¢édo ao
acido sulfurico e assim, colaborar no desenvolvimento de metodologias mais eficientes para a

quebra de dorméncia de sementes de batata-doce.
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