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“A ciéncia nunca resolve um problema
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CAPITULO 1-ARTIGO CIENTIFICO

HIPOCLORITO DE SODIO E HIDROXIDO DE AMONIO
COMO ALTERNATIVA PARA LIMPEZA DE SEMENTES DE
MANGABA

RESUMO

A propagacédo por via sexuada € a mais utilizada para a Mangabeira e extracdo das sementes
manual é laboriosa e de elevado tempo de execucdo, o que coloca a utilizacdo de diferentes
metodologias em posicdo de destaque. O presente trabalho teve como objetivo avaliar
metodologia de limpeza de residuos aderidos as sementes por diferentes reagentes quimicos em
contraste com a metodologia de limpeza manual. Os frutos tiveram as sementes retiradas
manualmente e a polpa descartada, em seguida colocadas em um béquer graduado. Foram
realizados cinco tratamentos diferentes: limpeza manual (controle); NaClO, 1,0 mL por 25,0
mL semente e residuo, repouso de 24 horas; NH;sOH, 1,0 mL/100,0 mL semente e residuo,
repouso de 24 horas; H2SOa, 1,0 mL/50,0 mL semente e residuo, repouso de 10 minutos; NaOH,
1,0 mL/100,0 mL semente e residuo, repouso de 25 minutos. Variaveis analisadas: sementes
mortas e duras, plantulas normais e anormais, indice de velocidade de germinacéo, tempo médio
de germinacédo e comprimento de raiz e parte aérea. Observamos que o H>SO4 teve alta taxa de
anormalidade e NaOH de mortalidade, ja 0 NH4OH e NaClO foram semelhantes ao tratamento
controle, sendo entdo alternativas na limpeza de residuos de sementes de Mangaba.

Palavras-chave: Hancornia speciosa, Germinagdo, Analises Multivariada, Frutifera Nativa
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SODIUM HYPOCHLORITE AND AMMONIUM HYDROXIDE
AS AN ALTERNATIVE FOR CLEANING MANGABA SEEDS

ABSTRACT

Sexual propagation is the most used for ‘Mangabeira’ trees and Manual cleaning is laborious
and can take much of precious work time. This makes the use and search for different
methodologies of great importance. The present work aimed to evaluate the methodology of
removing the pulp and latex adhered to the seeds by different chemical reagents in contrast to
the manual cleaning methodology. The fruits had the seeds removed manually and the pulp
discarded, then the seeds placed in a beaker. Five different treatments were performed: manual
cleaning (control); NaClO, 1.0 mL per 25.0 mL seed and residue, resting for 24 hours; NH4OH,
1.0 mL/100.0 mL seed and residue, 24-hour rest; H2SO4, 1.0 mL/50.0 mL seed and residue, 10
minutes of rest; NaOH, 1.0 mL/100.0 mL seed and residue, rest for 25 minutes. Variables
analyzed: dead and hard seeds, normal and abnormal seedlings, germination speed index,
average germination time and root and shoot length. We observed that H.SO4 had a high
abnormality rate and NaOH high mortality, while NH4sOH and NaClO were similar to the
control treatment, then being great alternatives in the cleaning of residues from Mangaba seeds.

Keywords: Hancornia speciosa, Seed Germination, Multivariate Analysis, Native fruit tree.
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INTRODUCAO

A espécie frutifera Hancornia speciosa, endémica do Brasil, popularmente conhecida
com Mangabeira, possui frutos saborosos e nutritivos, tendo tanto potencial para consumo in
natura como para industrializacdo. Os frutos podem ser processados como geleias, sorvetes,
doces, sucos, picolés, licores, entre outros (Silva et al., 2011; Santos e Silva, 2012) e além disso,
possui também grande potencial farmacoldgico (Floriano et al., 2016; D’abadia et al., 2020).
Essas caracteristicas fazem da mangabeira uma frutifera nativa com alto potencial econémico
e, consequentemente de exploracgdo, tendo o Cerrado como o ser centro de diversidade genética.

A propagacdo por via sexuada é a mais utilizada para esta espécie e as suas sementes
devem ser coletadas de frutos maduros que foram colhidos de matrizes que apresentem boas
condigdes de salde. Por serem recalcitrantes, a viabilidade das sementes é comprometida se
ficarem muito tempo fora dos frutos, assim, também ndo toleram a secagem (Vieiraetal., 2017).
Como principal forma de extracdo das sementes temos a limpeza manual, em que os frutos e
sementes sdo levemente macerados em peneira de aco sob agua corrente (Barros et al., 2006;
Vieira et al., 2017). Embora seja um método simples de extracdo é dificil de padronizar, tendo
em vista que o ponto adequado da limpeza das sementes depende de cada operador e de suas
condicGes de operacionalizacdo; fatos que podem limitar a eficiéncia do processo em remover
adequadamente o latex residual aderidos as sementes. Essa remogdo residual € uma etapa
importante neste processo, pois a presenca deste pode reduzir a taxa de germinagao (resultado
nédo publicado).

A limpeza manual ndo afeta a viabilidade das sementes de H. speciosa (Barros et al.,
2006), mas, é laboriosa e de elevado tempo de execugdo. O que coloca a utilizagdo de outras
metodologias em posi¢do de destaque. Entre os métodos promissores utilizados em diversas

espécies nativas, estdo a digestdo quimica e o ‘flash flaming’ (que consiste na utilizacao de fogo
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para remocdo de aristas, que € um prolongamento delgado e rigido que se apresenta no apice
das inflorescéncias das espécies gramineas). Ambos métodos necessitam de mais estudos para
calibracdo de tempo de exposicdo e concentragdes a serem utilizados, assim como de quais
espécies irdo obter os melhores resultados em que ndo se comprometa a viabilidade das suas
sementes (Frischie et al., 2020).

Para a digestdo quimica, entre os reagentes utilizados na literatura de estudos com
sementes, temos o hidroxido de sodio (NaOH), hidréxido de aménio (NH4OH), hipoclorito de
sodio (NaClO) e acido sulfurico (H2SO4). Hidroxido de sddio ja é utilizado em uma grande
variedade de estudos sobre quebra de dorméncia, como em Bombax malabaricum D.C.
(Fernandes-de-Campos et al., 2015), assim como um facilitador de germinagdo, Taxodium
mucronatum Tem. (Fierro-Cabo e Plamann, 2021). J& o hidréxido de am6nio ainda possui uma
grande lacuna de conhecimento sobre teste fisioldgicos em sementes, ndo limitado apenas as
plantas nativas, mas ja foi utilizado em estudo com sementes de mangaba por nosso grupo de
pesquisa (Vieira et al., 2020), e em tomate (Cavariani et al., 1994).

O hipoclorito de sédio é muito utilizado em estudos de desinfeccdo de sementes, como
discutido por Santos et al. (2020), ao estudarem protocolo para desinfeccdo de sementes de
Dalbergia nigra (Vell.) Fr. All. Ex Benth. Também ha estudos sobre a remocao de sarcotesta
(capa carnuda externa a semente) de sementes de Carica papaya L. (Jesus et al., 2016) e
pergaminho (endocarpo, camada mais interna do pericarpo dos frutos, que se acha em contato
com a semente) em sementes de café, Coffea arabica L. (Lima et al., 2012).

Um dos principais reagentes utilizado em estudos com sementes dormentes, mas
também em trabalhos sobre germinacéo, € o acido sulfurico. Pedroso-de-Moraes et al. (2012)
fizeram uso do H.SOs em sementes de Vanilla planifolia Jack ex Andr., e Dayamba et al.
(2014), em quatro espécies lenhosas, Terminalia avicennioides Guill. & Perr., Piliostigma

thonningii (Schumach.) Milne-Redh., Piliostigma reticulatum (DC.) Hochst. and Prosopis
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Africana (Guill., Perrott, & Rich.) (Taub.). Outras espécies em que foram estudadas as
interagBes com o acido sulfurico e os seus efeitos na germinagdo foram, Hibiscus hamabo
(Wang et al., 2012), Harpagophytum procumbens DC. (Mowa e Maass, 2012), Rhus Coriaria
L. (Pipinis et al., 2017), e também em hibrido F1 de morango, Fragaria x ananassa Duch. (Ito
etal., 2011).

Diante de nossa pesquisa prévia e conhecimento até entdo e exceto pela publicacéo de
Vieira et al. (2020), o nosso trabalho é o primeiro manuscrito que teve como objetivo avaliar
metodologia de limpeza de residuos em sementes de H. speciosa utilizando-se de diferentes
reagentes quimicos em contraste com a metodologia de limpeza manual. Acreditamos que o
conhecimento produzido neste trabalho, no qual indicamos uma alternativa quimica para a
remoc¢do de residuos de polpa em sementes de forma simples e de féacil operacionalizacéo
quando comparada ao processo manual, contribuird com o desenvolvimento da éarea de
Tecnologia de Sementes de Plantas Florestais Nativas, tanto para pesquisas, como para

comercializacdo de sementes e para producao de mudas em viveiro de H. speciosa.

MATERIAL E METODOS

Colheita dos Frutos

Plantas de H. speciosa, var. pubescens e var. gardneri, utilizados no estudo, estdo
localizadas no banco de coleta de germoplasma ex situ de uma area experimental (16 ° 35'12
"S, 49 ° 21'14" W, 730m de altitude - Escola de Agronomia da Universidade Federal de Goias,
Estado de Goias, Brasil). Frutos maduros, de coloracdo de casaca amarelo-alaranjado com
riscas alaranjadas, foram colhidos aleatoriamente de um conjunto de arvores matrizes ainda
ligados as plantas ou do chdo, em um raio de até 4 metros da base do tronco da &rvore, em
outubro de 2020. Todas as matrizes da area experimental sdo identificadas por variedade, deste

modo, os frutos foram acondicionados em sacos plasticos separados por variedade e
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permaneceram em temperatura ambiente por 24 horas, apds a colheita, até a chegada ao
Laboratdrio de Andlise de Sementes do IFGoiano campus Urutai (GO, Brasil), onde foram

entdo tratados.

Design experimental

Antes de serem realizados os testes de qualidade fisiolégica as sementes foram
preparadas de formas diferentes para cada tratamento. As sementes foram retiradas
manualmente dos frutos e o excesso de polpa descartada, em seguida, ainda com residuo
aderido, foram colocadas em béquer graduado e identificado para cada tratamento e variedade,
separadamente (Figura 1). As proporg¢des dos reagentes por quantidade de semente com residuo
e os tempos de exposicdo, foram definidos baseados em testes de adaptacGes metodoldgicas
realizadas por nosso grupo de trabalho (dados ndo publicados).

Os cinco métodos de limpeza de residuos das sementes sao:

1) Limpeza manual (M): é o método mais utilizado para a limpeza de sementes de H.
speciosa, sendo entdo o tratamento controle; os residuos presos nas sementes foram removidos
esfregando moderadamente as sementes em uma peneira tipo areia com malha metélica 8,
didmetro 55 cm, em agua corrente pelo tempo necessario. Apos o procedimento, as sementes
foram colocadas em papel toalha em temperatura ambiente por 15 minutos e, a seguir, utilizadas
para os testes de qualidade fisioldgica.

2) Hipoclorito de sodio (H), NaClO: com as sementes dentro do béquer graduado, foi
colocado 1,0 mL de hipoclorito de sodio comercial (2 - 2,5% de NaClO) para cada 25,0 mL de
semente + residuo aderido — medida definida pela graduacdo do béquer (Figura 1). A mistura
foi agitada com bastdo de vidro durante 1 minuto para homogeneizar a solu¢do quimica. Apés

repouso por 24 horas em temperatura ambiente, as sementes foram lavadas em agua corrente
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por 3 minutos, colocadas sobre papel toalha em temperatura ambiente por 15 minutos, em
seguida, utilizadas nos testes de qualidade fisioldgica.

3) Hidroxido de aménio (HA), NH4OH: foi utilizado 1,0 mL de hidroxido de aménio
(28 — 30% NHz3) para cada 100,0 mL de semente com residuo. A mistura foi agitada com bastéo
de vidro por 1 minuto. Repousou por 24 horas em temperatura ambiente; em seguida, as
sementes foram lavadas em &gua corrente por 3 minutos, colocadas sobre papel-toalha em
temperatura ambiente por 15 minutos e, posteriormente, utilizadas nos testes de qualidade
fisioldgica.

4) Acido sulfarico (AS), H2SO.: foram utilizados 1,0 mL de &cido sulfarico concentrado
(98%) para cada 50,0 mL de semente com residuo. A mistura foi agitada durante 1 minuto com
bastdo de vidro. Ap6s repouso por 10 minutos em temperatura ambiente, as sementes foram
lavadas em agua corrente por 3 minutos, colocadas sobre papel-toalha em temperatura ambiente
por 15 minutos e entdo utilizadas nos testes de qualidade fisioldgica.

5) Hidroxido de sédio (HS), NaOH: com as sementes dentro do béquer, foi utilizado 1,0
mL de hidréxido de sodio (0,1 mol/L de NaOH) para cada 100,0 mL semente com residuo. A
mistura foi agitada durante 1 minuto com bastdo de vidro. Permaneceu em repouso por 25
minutos em temperatura ambiente; em seguida, as sementes foram lavadas em agua corrente
por 3 minutos, colocadas sobre papel-toalha em temperatura ambiente por 15 minutos e depois

utilizadas nos testes de qualidade fisioldgica.

Testes de Qualidade Fisiologica
Teste de Germinagao

Os procedimentos de umedecimento de substrato foram realizados de acordo com 0s
critérios estabelecidos pela RAS - Regra para Analise de Sementes (Brasil, 2009). Duzentos e

cinquenta (250) sementes por método de limpeza, em cinco repeti¢des de 50 sementes, foram
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semeadas em papéis de germinacdo, formando rolos, umedecidos com &gua destilada em 2,5
vezes 0 peso do papel e colocados em temperatura constante de 25 °C em camara de
germinacao.

Foram realizadas avaliagdes semanais, a primeira aos 14 dias ap6s a semeadura (DAS)
e a Ultima aos 35° DAS. As seguintes variaveis foram analisadas: sementes mortas e duras (M),
plantulas anormais (A) e plantulas normais (N). Utilizando os dados das varidveis, foram
calculados o indice de velocidade de germinacdo (IVG) e o tempo médio de germinacgdo
(TMG); a primeira foi determinada de acordo com Maguire (1962), e a segunda de acordo com

Labouriau e Valadares (1976). Os resultados foram expressos em porcentagem.

Comprimento de Plantulas

Teste de vigor realizado em conjunto com o teste de germinacao, portanto, utilizando o
mesmo procedimento descrito acima. No design experimental, um total de 50 sementes por
tratamento foram dispostas no terco superior do papel, com dez sementes por repeticdo e em
cinco repeticdes por tratamento. A avaliacdo foi realizada ao 14° DAS, medindo-se, com uma
régua, o comprimento da raiz priméria e caule das plantulas normais. Os resultados foram

EXpressos em centimetros.

Analise Estatistica

Foi realizada uma abordagem estatistica multivariada dos resultados para melhor
compreender a relacdo das varidveis. As varidveis foram submetidas a uma analise MANOVA
utilizando o pacote "biotools” R para determinar uma diferenca significativa entre 0s
tratamentos com um nivel de confianga de 95%. Com o pacote R "candisc", foi realizada uma
Anélise de Correlacdo Canénica (CCA) para testar as diferencas entre os tratamentos e

identificar as variaveis que melhor descrevem os tratamentos. O CCA encontra 0s dois eixos
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que juntos melhor separam os grupos no espaco multivariado (Kenkel et al., 2002). Para a
andlise estatistica do comprimento da muda, foram selecionadas aleatoriamente 25 sementes de
cada tratamento, e os dados foram mostrados em um gréafico de violino que descreve o
comportamento deles e os tratamentos foram comparados pelos quartis, mediana e agrupamento
de dados (Favero e Belfiore, 2015).

Os procedimentos estatisticos e computacdo geral foram realizados no RStudio
2021.09.0 + 351 "Ghost Orchid" Release (077589bcad3467ae79f318afe8641a1899a51606,
2021-09-20) para Windows (www.rstudio.com). Todos os codigos estdo disponiveis com o

autor correspondente.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com a Figura 2 podemos observar que as elipses (p-valor 0,05) dos tratamentos
semelhantes entre as variedades se sobrepdem, demonstrando que ndo ha uma diferenca
estatistica significativa entre as variedades, uma vez que as elipses de coloracdo azul sdo os
resultados andlise de correlacdo candnica dos tratamentos da variedade pubescens e as
vermelhas a var. gardneri.

Almeida et al. (2019), argumentam que existe uma grande variedade genética entre as
variedades de H. speciosa para as caracteristicas agrondmicas avaliadas por eles, e aqui neste
trabalho podemos observar que essa variedade genética ndo influenciou nas variaveis
analisadas, ndo demonstrando diferenca significativa entre as variedades pubescens e gardneri.
Assim, utilizamos os dados agrupados de ambas as variedades para avaliar qual ou quais
métodos de limpeza (tratamentos) podem ser uma alternativa a limpeza manual (Figura 3).

A combinacio dos vetores Plantulas Anormais (A), Sementes mortas (M), indice de

velocidade de germinacdo (IVG), Tempo médio de germinacdo (TMG) e Plantulas Normais
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(N), na anélise de correlacdo candnica explicam 97,9% dos dados avaliados, sendo a somatéria
da representatividade de cada eixo do grafico, eixo-x e o eixo-y tendo, 70,9% e 27% de
representatividade, respectivamente (Figura 3). O posicionamento no grafico de um dado
tratamento depende das variaveis (vetores) que melhor o explicam, quanto mais proximo da
linha e ponta de um vetor, esta variavel (ou combinacdo de variaveis) é que melhor representa
o0 tratamento. Quando o centroide da elipse estd posicionado na direcdo, quadrante e/ou lado
oposto a um vetor, esta variavel é pouco representativa para o dado tratamento observado.

O tratamento AS apresentou altos valores de anormalidade de plantulas (vetor A) e
baixo indice de velocidade de germinacdo, sendo entdo considerado o pior tratamento. Um dos
maiores problemas com a utilizacdo de &cidos fortes e corrosivos, como 0 H2SO4, é que este
causa danos significativos ao embrido das sementes. Tanto a presenca de porosidades no
tegumento como tempo elevado de exposicdo a agente &cidos podem acelerar a absorcdo do
mesmo, causando danos, levando ao surgimento de plantulas anormais ou mesmo morte
(Pedroso-de-Moraes et al., 2012; Fernandes-de-Campos et al., 2015). Vale pontuar a
possibilidade de mais experimentos utilizando o &cido sulfurico variando concentracao e tempo
de exposicdo sejam necessarios, pois, ndo se encontra na literatura até entdo trabalhos com
enfoque na relacéo entre acido sulfurico e sementes de H. speciosa.

O tratamento HS tem alta taxa de mortalidade de sementes, estando préximo ao vetor
M. Observa-se também que a elipse (p-valor 0,05) do tratamento HS nédo sobrepde a elipse do
tratamento M, inferindo que ndo possuem semelhanga estatistica. Fernandes-de-Campos et al.
(2015), obtiveram altos indices de sementes deterioradas quando usado H2SO4 e NaOH, sendo
0s menos indicados para superacdo de dorméncia de sementes de Bombax malabaricum. Os
mesmos autores discutem que a utilizacdo do hidréxido de sddio e &cido sulfurico resultou em

baixos indices de germinacéo e de velocidade de germinacao, mas altos valores de tempo médio
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de germinacdo, além da grande quantidade de sementes deterioradas. Corroborando com o0s
dados encontrados neste estudo.

Liu et al. (2020), ao estudarem a acdo do NaOH em sementes de Cassia mimosoides
Linn., ndo obtiveram resultados positivos da a¢do deste na germinagdo, mas, argumentam que
a baixa concentracdo pode ndo ter sido suficiente para retirar a camada das sementes. Assim,
como em nosso trabalho a acdo esperada do hidroxido de sédio era apenas a limpeza das
sementes, o periodo de tempo de 25 minutos talvez tenha sido elevado para a concentracdo
utilizada, sendo viaveis estudos com menor tempo de exposi¢ao e/ou menor concentragao.

Os tratamentos HA e H, ndo séo estatisticamente diferentes do tratamento M (elipses se
sobrepdem, p-valor 0,05). Esta observagdo é positiva para o estudo, uma vez que buscamos
encontrar modos alternativos para a limpeza de sementes de Mangaba. Além disso, mesmo que
estatisticamente iguais ao tratamento M, observa-se tendéncias de movimento direita-baixo
(transversal ao eixo x e y) para o tratamento HA, demonstrando que este possui melhores
valores para as variaveis Tempo Médio de Germinacdo, Normalidade de plantulas e indice de
velocidade de germinacao (vetores TMG, N e IVG, respectivamente).

O hipoclorito de sédio é comumente utilizado como agente esterilizante em pré-
tratamento, assim como também para protocolos de desinfec¢do em estudos in vitro (Belo et
al., 2018). O aumento de concentracdo e exposicdo de sementes ao NaClO pode afetar
negativamente a porcentagem germinagdo, como observados em estudos com Ficus religiosa
(Hesami et al., 2017) e Paphiopedilum “SCBG Red Jewel” (Fu et al., 2016). No trabalho aqui
apresentado, as sementes foram mantidas em contato com NaClO por 24 horas e ao final da
interacdo o reagente de forma exitosa remove os residuos aderidos & semente sem causar efeitos
de fitotoxicidade para as sementes de H. speciosa, uma vez que os resultados foram semelhantes

ao do tratamento controle.
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Jesus et al. (2016), demonstraram que a utilizagdo de 20 mL de solugéo de hipoclorito
de sodio por semente (2% de cloro ativo) por 24 horas € uma alternativa para remocgéao de
sarcotesta (envelope mucilaginoso) em sementes de mamao papaia. Além disso, também
auxiliou no processo de germinacéo, tendo porcentagens superiores aos demais tratamentos. Ja
Santos et al. (2020), ao avaliarem o efeito do NaClO em sementes de Lactuca sativa L., como
planta modelo, demonstraram que 0 mesmo pode ter efeitos de fitotoxicidade e genotoxicidade,
podendo influenciar na formacgédo de sementes anormais em Dalbergia nigra. Esse efeito de
fitotoxicidade ndo foi encontrado em nosso estudo, com os resultados de anormalidade e
mortalidade ndo tendo diferenca estatistica em contraste com o tratamento controle (Figura 3).

Ainda existe uma lacuna de estudos do efeito do hidréxido de amdénio em sementes, ndo
se resumindo apenas a plantas nativas. Vieira et al. (2020), discorrem que o hidroxido de
amonio ao facilitar a remocao dos residuos de polpa e latex das sementes de mangaba pode ser
um agente facilitador da germinacdo ja que o latex presente nessa espécie contém compostos
fenolicos (taninos) que podem atuar como inibidores de germinacdo. A presenca de taninos nas
sementes de sorgo € um agente de inibicdo de germinacdo, uma vez que as proteinas se ligam
a eles, tornando-as inativas (Oliveira et al., 2011).

Cavariani et al. (1994), ao estudarem métodos de remoc¢do da mucilagem e qualidade
fisiologica de semente de Lycopersicon esculentum (tomate), observaram que a utilizagdo de
hidréxido de aménio, solucdo a 2,5%, na propor¢do de 25 ml/kg, durante 2 horas, prejudica
sensivelmente o vigor das sementes de tomate. Observagdo esta ndo vai de encontro com 0s
dados encontrados neste estudo, tendo maior tempo de exposicao e resultados semelhantes ou
tratamento controle.

Ambos, hipoclorito de sédio como o hidroxido de aménio podem ter favorecido o

processo de germinacdo pelo processo de fermentacdo, em que ocorre o processo de oxidacdo
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de matéria organica no contato com os reagentes. Esse é um processo utilizado para a remocao
de mucilagem de sementes em diferentes espécies com frutos carnosos (Alves et al, 2009).

As figuras 3 e 4 sdo uma representacdo grafica da distribuicdo dos dados de
comprimento de raiz (A), parte aérea (B) e sua somatdria, resultando no tamanho da plantula
completa (C). Observa-se que a forma como os dados se distribuem e a formacdo ou nédo de
clusters sdo uma boa forma de separar os tratamentos. Vale ressaltar que o tratamento AS teve
a menor taxa de normalidade e que os dados séo da medicgéo de apenas plantulas normais.

Observando os quartis, o tratamento HS € o Unico que ndo tem semelhanca significativa
para a variedade gardneri (Figura 4-C), por ter tido 50% das suas raizes abaixo de 5 cm e 0
restante variando entre 5 e 10 cm (Figura 4-A). O hidroxido de sodio s6 teve resultados
estatisticamente semelhantes a testemunha nas medicdes de comprimento de parte aérea (Figura
3-B).

O tratamento HA se destacou com 75% dos dados com valor de comprimento da
plantula acima de 12,5 centimetros, assim como o tratamento H, mas este com uma variacao de
comprimento final de plantula maior por causa de raizes com valores abaixo de 5 cm (Figura
4-C). Vieira et al. (2020), ao observarem a influéncia de diferentes concentracdes hidréxido de
amonio durante a limpeza das sementes, obtiveram resultados ndo superiores a 8 cm aos 67 dias
apos semeadura de sementes de Mangaba em substrato Bioplant, variedades gardneri e
cuyabensis.

Quando analisamos a variedade pubescens (Figura 5-C) percebemos uma inverséo entre
esses tratamentos citados, tendo o HS valores de comprimento melhores que o tratamento HA,
que por sua vez, teve uma grande variacdo de comprimento final de plantula, com valores
inferiores a 5 cm até superiores a 15 cm. Almeida et al. (2019), ao estudarem o mesmo banco

de germoplasma ex situ utilizado neste trabalho, observaram variabilidade genética entre as
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variedades de H. speciosa, e este fator pode estar influenciando na agdo do NaOH nas sementes
das variedades aqui utilizadas.

O uso do hipoclorito de sddio, tratamento H, foi o que obteve resultados mais
semelhantes entre as variedades e tendo, em ambos, 75% dos valores de comprimento da

plantula acima de 12,5 centimetros.

CONCLUSAO

A utilizacdo do hidréxido de aménio e do hipoclorito de sddio sdo recomendadas para

uso na limpeza de sementes de Mangaba durante o processo de despolpa.

Formatado de acordo com as normas da revista Journal of Seed Science.
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411

412  Figura 1. Béquer graduado contendo sementes de H. speciosa ainda com residuos aderidos a
413  sementes, apds serem retiradas do fruto maduro. A, visao lateral; B, visdo superior.
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416  Figura 2. Analise de correlacdo canonica dos tratamentos realizados para cada variedade de
417  Hancornia speciosa. As elipses em azul estdo relacionadas a var. pubescens, e, em vermelho
418  paravar. gardneri. Tratamentos variedade gardneri: acido sulfurico (ASG); hidroxido de sédio
419  (HSG); hidroxido de amoénio (HAG); hipoclorito de sodio (HG); limpeza manual (MG).
420  Tratamentos variedade pubescens: Acido sulfirico (ASP); Hidroxido de Sédio (HSP);
421  Hidroxido de Amonio (HAP); Hipoclorito de Sodio (HP); limpeza manual (PM). S&o
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Canonical dimension 2 (27%)

desenhadas elipses com 95% de confianca ao redor dos centroides dos tratamentos. Vetores,
em preto: A - plantula anormal; N - plantula normal; M — sementes mortas e duras; TMG -
tempo médio para germinacdo; e, IVG: indice de germinac&o.
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Figura 3. Andlise de correlacdo candnica para cada tratamento realizado com sementes de
Hancornia speciosa. Tratamentos: Acido sulfirico (AS); Hidroxido de Sédio (HS); Hidroxido
de Amodnio (HA); Hipoclorito de sodio (H); Limpeza Manual (M). Séo desenhadas elipses com
95% de confianca ao redor dos centroides dos tratamentos. Vetores, em azul: A - plantula
anormal; N - plantula normal; M - sementes mortas e duras; TMG - tempo médio para
germinacdo; e, IVG: indice de germinacao.
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CAPITULO 2-PRODUTO TECNOLOGICO

PATENTE

PROCESSO DE REMOCAO DE POLPA ADERIDA AS SEMENTES DE
MANGABA UTILIZANDO HIPOCLORITO DE SODIO

Campo da Invencgéo

[001] A patente de invencéo refere-se a um processo de limpeza/remocéo de
polpa aderida as sementes de mangabeira (Hancornia speciosa, GOMES),
utilizando-se do reagente Hipoclorito de Sédio (NaClO).

[002] A presente invencao utiliza do hipoclorito de sédio como alternativa a
limpeza manual de semente de mangaba, em que se é utilizado muita dgua
enquanto se esfrega a semente em peneira de aco, assim, esta nova técnica
diminui o consumo final de agua e os impactos ambientais além de agregar
valor a este novo processo.

[003] A invencéo atende o campo da agricultura, podendo ser utilizado para a
producdo de mudas de mangabeira em viveiros florestais, para serem
utilizados em projetos de reflorestamento ou instalacdo de fazendas de
producdo de frutos para posterior processamento e producdo de produtos

secundarios.

Fundamentos da Invencgéo

[004] O presente pedido de patente refere-se a um processo que consiste no
emprego do hipoclorito de so6dio na remocgao de residuos de polpa em
sementes de Mangabeira, sendo de grande aplicabilidade na area de
Tecnologia de Sementes de Plantas Florestais Nativas, tanto para pesquisas,
como para comercializacdo de sementes e para producdo de mudas em

viveiro.

Técnica relacionada
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[005] A Mangabeira, possui frutos saborosos e nutritivos, tendo tanto potencial
para consumo in natura como para industrializagéo. Os seus frutos podem ser
processados em produtos secundarios como geleias, sorvetes, doces, sucos,
picolés, licores, entre outros, (Silva et al., 2011; Santos e Silva, 2012) e além
disso, recentemente tem se descoberto que possui também grande potencial
farmacoloégico (D’abadia et al.,, 2020; Floriano et al., 2016). Essas
caracteristicas fazem da mangabeira uma frutifera nativa com alto potencial
de exploragéo.

[006] Propagacéao por via sexuada é a mais utilizada para esta espécie, e por
ter sementes recalcitrantes, a viabilidade destas € comprometida se ficarem
muito tempo fora dos frutos e nédo toleram secagem. Assim, a principal forma
de extracdo das sementes dos frutos € a manual, em que os frutos e sementes
sdo levemente macerados em peneira de aco em agua corrente para a
retirada dos residuos de polpa e latex (Barros et al., 2006). A limpeza do latex
aderido é uma etapa importante neste processo, pois a sua presenca reduz
consideravelmente a taxa de germinacéo da espécie.

[007] A limpeza manual ndo afeta a viabilidade das sementes, mas € laboriosa
e de elevado tempo de execucdo. O que coloca a utilizacdo de outras
metodologias em posicdo de destaque, como a fermentagao quimica.

[008] O hipoclorito de sédio (NaClO) surge como uma alternativa a limpeza
manual. Esse reagente é muito utilizado em estudos de desinfeccdo de
sementes em varias espécies botanicas, sendo este um procedimento bem
conhecido e estudado, mas, sua utilizacdo como degradador de residuos
aderidos néo.

[009] A patente Pl 0405313-3 utiliza do NaClO como degradador do
pergaminho de sementes de café, com o objetivo de diminuir o tempo gasto
na germinagdo, bem como facilitar as operagdes relacionadas ao uso das
sementes. Na ciéncia, também foi utilizado na remocédo da sarcotesta de
sementes de Carica papaya L. (Jesus et al., 2016). Estes trabalhos
demonstram a potencialidade de uso do hipoclorito de sodio, ndo apenas
como desinfetante, mas como degradador de matéria organica quando se é

dado as condicfes e concentracdes necessarias.
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Vantagens do produto

[010] Este processo, aqui proposto, tem como vantagens: a redugéo no tempo,
trabalho e mao-de-obra dispensados na preparacdo das sementes de
mangaba, por limpar de forma eficiente os residuos de polpa aderidos,
facilitando o processo de germinacdo, aumentando a taxa de sementes
germinadas sem perda de vigor.

[011] Reduz o consumo de 4gua comparado a limpeza manual. O uso de 4gua
corrente durante a limpeza manual € constante por todo o processo, que pode
demorar horas, a depender da quantidade de sementes para serem
processadas. Com o processo, objeto deste pedido de patente, a agua é
utilizada apenas no final do procedimento e por tempo reduzido, variando
entre 1 — 5 minutos, a depender da quantidade de sementes dentro do
recipiente utilizado.

[012] Acelera a obtencé&o de resultados nos trabalhos de pesquisas, agilizando
a disponibilidade de novos conhecimentos, pois diminui o tempo de limpeza
das sementes e aumenta a taxa de germinacao.

[013] Reduz os gastos de produtores viveiristas na producao de mudas de
mangabeira, aumentando assim, a oferta destas para produtores rurais de

grande e pequeno porte.

Breve descricdo das Figuras

[014] A Figura 1 apresenta recipiente graduado contendo sementes de

mangabeira ainda com residuos de polpa aderida, apds ser retirado do fruto.

Fig. 1-A, viséo lateral; 1-B, vis&o superior.

[015] A Figura 2 apresenta as sementes de mangaba depois de passarem

pelo processo de limpeza com hipoclorito de sédio, objeto deste pedido de

patente. Verifica-se residuo nulo na maioria das sementes sem danos as

mesmas.

[016] A Figura 3 apresenta andlise de correlacdo canbnica para cada

tratamento realizado com sementes de Mangabeira. Tratamentos: Acido

Sulfarico (AS); Hidréoxido de Sédio (HS); Hidroxido de Amonio (HA);
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Hipoclorito de sodio (H); Limpeza Manual (M). Vetores, em azul: A - plantula
anormal; N - plantula normal; M - sementes mortas e duras; TMG - tempo

médio para germinacgéo; e, IVG: indice de germinacao.

Objetivos da Invencéo

[017] A presente patente tem como objetivo apresentar um processo para
remocdo de polpa aderida as sementes dos frutos de mangabeira utilizando
de solucao de hipoclorito de sédio, por 24 horas e concentracao de 2 — 2,5%
de NaClO ativo, remover os residuos de polpa sem causar danos as sementes
e, assim, promover a germinacao mais rapida e asséptica, obtendo mudas

melhor desenvolvidas em menor tempo.

Descricdo Detalhada da Invencgéo

[018] A presente invencdo trata-se de um processo de limpeza da polpa
aderida as sementes de mangabeira utilizando-se de solucéo de hipoclorito
de sodio.

[019] O processo apresenta as seguintes etapas: a) Coleta inicial de
sementes; b) Limpeza quimica das sementes. Analise estatistica comparativa
com outros reagentes e o método manual foi realizado para avaliar o
processo.

[020] a) Coleta inicial de sementes: Frutos maduros sdo colhidos ainda
ligados as arvores e/ou caidos ao chdo. Os frutos permanecem em
temperatura ambiente por 24 horas apos a colheita. ApGs este periodo, as
sementes sao retiradas manualmente de dentro dos frutos e a polpa externa
juntamente com a casca sao descartados, em seguida as sementes, ainda
gue com residuo de polpa e latex aderido, sdo colocadas em um recipiente
graduado.

[021] b) Limpeza quimica das sementes: é aferido pelo recipiente graduado
a quantidade, em mL, de sementes com residuos (Figura 1) para que se possa
utilizar a quantidade correta do hipoclorito de sédio, respeitando a propor¢éo
de 1,0 mL de solucéo de NaClO (2,0 — 2,5% de cloro ativo) para cada 25,0 mL

de semente com residuos presente do recipiente. Apos a adicdo do reagente,

34



a mistura é agitada com bastdo de vidro por um periodo entre 1 e 3 minutos,
até que se torne homogénea e o processo de fermentacdo ocorra por igual
dentro do recipiente e todas as sementes tenham os residuos removidos. A
mistura fica descansando por 24 horas, em temperatura ambiente, 22 — 28°C.
Posteriormente, é realizada limpeza em agua corrente por 3 minutos, ou até
gue os residuos tenham sido lavados das sementes (Figura 2). As sementes
ficam secando por um periodo entre 15 minutos — 1 hora e ja podem ser
colocadas no substrato para germinacao.

[022] Analise estatistica: Foi realizada uma abordagem estatistica
multivariada dos resultados para melhor compreender a relacdo das variaveis.
As variaveis foram submetidas a uma analise MANOVA utilizando o pacote
"biotools" R para determinar uma diferenca significativa entre os tratamentos
com um nivel de confianca de 95%. Com o pacote R "candisc", foi entéo
realizada uma Analise de Correlagdo Canbnica (CCA) para testar as
diferencas entre os tratamentos e identificar as varidveis que melhor
descrevem os tratamentos. O CCA encontra os dois eixos que juntos melhor
separam 0s grupos no espaco multivariado (Kenkel et al., 2002).

[023] O hipoclorito de sédio € comumente utilizado como agente esterilizante
em pré-tratamento, assim como também para protocolos de desinfec¢cdo em
estudos in vitro, sendo um processo bem estabelecido no estado da técnica.
Mesmo assim, alta concentracdo e tempo de exposicdo de sementes ao
NaClO pode afetar negativamente a porcentagem germinacdo em algumas
espécies. No trabalho aqui apresentado, objeto deste pedido de patente, as
sementes foram mantidas em contato com NaClO por 24 horas mostrando
gue, nessas condicbes, 0 reagente nao apresenta toxicidade para as
sementes de H. speciosa e consegue realizar a limpeza das sementes.

[024] As informacdes acima corroboram com o estudo de Jesus et al. (2016),
onde demonstraram que a utilizacdo de 20 mL de solucdo de hipoclorito de
sodio por semente (concentracdo de 2% de cloro ativo) por 24 horas € uma
alternativa para remocéo de sarcotesta em sementes de maméao papaia. Ele
também auxiliou no processo de germinacéo, tendo porcentagens superiores

aos demais tratamentos.

35



[025] Toxicidade nédo foi encontrada no estudo, base deste pedido de patente,
com os resultados de anormalidade e mortalidade ndo tendo diferenca
estatistica em contraste com o tratamento de limpeza manual (Figura 2). Foi
observado mais de 92,2% de germinacao, dentre estas 87% de plantulas
normais e 5,2% de anormalidade, ao 35° dia ap0s semeadura.

[026] Como a limpeza manual € a mais utilizada, sendo considerada o estado
da técnica para limpeza de sementes de Mangaba, o fato de ndo haver
diferenga dos resultados com o hipoclorito de sédio, nos demonstra do
processo, objeto deste pedido de patente, € uma alternativa viavel como
técnica a ser utilizada pelos viveiristas para a producdo de mudas mais
rapidamente.

[027] Hipoclorito de sddio pode ter favorecido a germinagdo através do
processo de fermentacdo, em que ocorre oxidacdo de matéria organica em
contato com os reagentes. Esse € um processo utilizado para a remocéao de
mucilagem de sementes em outras espécies botanicas que possuem frutos

carnosos (Alves et al, 2009).

Concluséo

[028] O desenvolvimento de uma técnica simples, com bom custo/beneficio e
de facil execucdo, que ndo afeta o vigor das sementes e que auxilia no
procedimento de limpeza de sementes que demanda tempo e muita mao-de-
obra, pode trazer os beneficios para os setores envolvidos: facilitar e acelerar
a execucao de pesquisas e testes em laboratério, pois ndo demanda de muita
mao-de-obra e espaco para execucao; acelera a obtencao de resultados nos
trabalhos de pesquisas, agilizando a disponibilidade de novos conhecimentos
e tornando mais viavel os estudos com sementes de Mangabeira; melhor
uniformizacdo da emergéncia de plantulas em viveiro, permitindo a producéo
de mudas de qualidade para serem transplantadas em época adequada,

como em projetos de reflorestamento ou instalacao de fazendas produtoras;
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REIVINDICACOES

1. PROCESSO DE REMO(;AO DE POLPA ADERIDA AS SEMENTES DE
MANGABA (Hancornia speciosa GOMES) caracterizado por utilizar
solucéo de hipoclorito de sdédio, numa concentracdo de 2 — 2,5% de cloro
ativo;

2. PROCESSO DE REMOC}AO POLPA ADERIDA AS SEMENTES DE
MANGABA (Hancornia speciosa GOMES), de acordo com a reivindicacao
1, caracterizado por, a semente com presenca de residuos de polpa e
latex aderidos ficar em contato com a solugéo por um periodo de 24 horas
sob temperatura ambiente, 20 - 25 °C, para degradacdo e limpeza dos
residuos; é agitada com um bastdo de vidro nos primeiros 1 — 3 minutos,
antes de ficar em repouso até o final do periodo de contato; ao final, as
sementes sdo lavadas em agua corrente por 3 minutos para retirada dos
residuos do NaClO;

3. PROCESSO DE REMOCAO DE POLPA ADERIDA AS SEMENTES DE
MANGABA (Hancornia speciosa GOMES), de acordo com as
reivindicacbes 1 e 2, caracterizado por ser utilizada a proporcéo de 1,0
mL de solucdo para 25,0 mL de sementes com presenca de residuos
aderidos; é utilizado um recipiente graduado.

4. PROCESSO DE REMOCAO DE POLPA ADERIDA AS SEMENTES DE
MANGABA (Hancornia speciosa GOMES), de acordo com as
reivindicacbes 1, 2 e 3, caracterizado por ter baixo consumo de agua; esta
sendo utilizada apenas ao final do processo, para a remoc¢ao dos residuos

do produto e polpa e latex presentes na mistura.
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RESUMO

Processo de remocédo de polpa aderida as sementes de mangaba utilizando
hipoclorito de sodio. O processo usa de solucdo de hipoclorito de sédio como
solvente na remocao de polpa aderida ao tegumento das sementes dos frutos. O
emprego de solucdo de hipoclorito de sédio em sementes de mangabeira, por
determinado periodo, de acordo com a concentracdo remove 0s residuos de polpa,
sem causar danos as sementes e promove a germinag¢ao mais rapida das sementes,
além de realizar a assepsia, obtendo, assim, plantulas mais desenvolvidas em menor

tempo.
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