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RESUMO

Cedrela fissilis Vell., conhecida como cedro-rosa, é uma espécie arbórea nativa do

Brasil, de grande relevância ecológica e econômica, que apresenta heteromorfismo

de sementes associado à coloração do tegumento. Essa coloração, que varia do

bege ao marrom-avermelhado, pode refletir diferentes estágios de maturação e

impactar diretamente a qualidade fisiológica das sementes. Este trabalho teve como

objetivo investigar a relação entre a cor do tegumento e a qualidade fisiológica de

sementes claras e escuras de C. fissilis, por meio da análise de atributos físicos,

anatômicos, bioquímicos e fisiológicos. As sementes foram avaliadas quanto à

biometria, teor de umidade, peso de mil sementes, germinação, vigor, curva de

embebição, condutividade elétrica, estrutura interna (microscopia de luz e teste de

raios X), composição de reservas (carboidratos, lipídios e proteínas), teor de

compostos fenólicos, atividade de enzimas antioxidantes e perfil espectral por

espectroscopia no infravermelho próximo (NIR). A germinação foi avaliada por meio

da análise de sobrevivência, juntamente com os testes de Log-rank e Wilcoxon. Foi

criado um modelo para ajustar a curva de embebição e estimar parâmetros

relacionados às diferentes fases da germinação e calcular a velocidade de

embebição. Os espectros NIR, obtidos de sementes individuais, foram pré-

processados e utilizados para modelagem com base no método da Análise

Discriminante por Mínimos Quadrados Parciais (PLS-DA). Os demais dados foram

analisados por meio do teste t de Student a 5% de probabilidade. Sementes escuras

apresentaram maior peso de mil sementes, teor de proteína total, maior atividade

das enzimas catalase e peroxidase, além de maior germinação e vigor. Sementes

claras apresentaram conteúdo mais elevado de açúcares redutores, sugerindo

menor grau de maturidade ou início de deterioração. Não houve diferenças entre

sementes claras e escuras quanto à anatomia. A espectroscopia NIR mostrou alta

precisão na distinção entre sementes claras e escuras, especialmente na região

espectral próxima de 1938 nm. A cor das sementes de C. fissilis constitui um

biomarcador da sua qualidade fisiológica, podendo ser utilizada como um critério

prático na seleção de sementes com maior qualidade.

Palavras-chave: cedro-rosa; germinação e vigor; qualidade fisiológica; cor
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do tegumento



ABSTRACT

Cedrela fissilis Vell., commonly known as cedro-rosa, is a tree species native to

Brazil with high ecological and economic relevance. It exhibits seed heteromorphism

associated with seed coat coloration. This coloration, ranging from beige to reddish-

brown, may reflect different maturation stages and directly influence seed

physiological quality. The present study aimed to investigate the relationship between

seed coat color and the physiological quality of light- and dark-colored C. fissilis

seeds through the analysis of physical, anatomical, bio-chemical, and physiological

traits. Seeds were evaluated for biometric parameters, moisture content, thousand-

seed weight, germination, vigor, imbibition curve, electrical conductivity, internal

structure (via light microscopy and X-ray imaging), reserve composition

(carbohydrates, lipids, and proteins), phenolic compound content, antioxidant

enzyme activity, and spectral profile using near-infrared (NIR) spectroscopy.

Germination was analyzed using survival analysis combined with Log-rank and

Wilcoxon tests. A model was developed to fit the imbibition curve, estimate

parameters related to the different germination phases, and calculate the imbibition

rate. NIR spectra obtained from individual seeds were preprocessed and modeled

using Partial Least Squares Discriminant Analysis (PLS-DA). Other data were

analyzed using the Student’s t-test at a 5% probability level. Dark-colored seeds

exhibited higher thousand-seed weight, total protein content, greater catalase and

peroxidase activity, and superior germination and vigor. Light-colored seeds showed

higher levels of reducing sugars, suggesting a lower degree of maturity or the onset

of deterioration. No anatomical differences were observed between light and dark

seeds. NIR spectroscopy demonstrated high accuracy in distinguishing between

seed color groups, particularly in the spectral re-gion near 1938 nm. The seed color

of C. fissilis represents a biomarker of physiological quality and may serve as a

practical criterion for selecting seeds with higher vigor and viability.

Keywords: cedro-rosa; germination and vigor; physiological quality; seed coat color
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1. INTRODUÇÃO 

 Diante do cenário de mudanças climáticas, da necessidade de conservar as florestas e 

do fortalecimento da política ambiental, a demanda por sementes de espécies nativas, que 

constituem insumo básico dos programas de recuperação e conservação de ecossistemas, se 

intensificou (Carvalho et al., 2006; Ribeiro-Oliveria; Ranal, 2014). O sucesso desses 

programas, seja por meio do plantio de mudas ou via semeadura direta, depende diretamente 

da obtenção de sementes de alta qualidade. Apesar disso, a tecnologia aplicada na reprodução 

de espécies florestais nativas ainda é limitada, e os lotes de sementes frequentemente 

apresentam germinação reduzida e desuniforme. Nesse contexto, identificar métodos que 

facilitem a seleção e obtenção de sementes de alta qualidade torna-se essencial, e o estudo de 

características morfológicas relacionadas ao comportamento ecológico das espécies nativas 

pode contribuir para uma compreensão mais ampla da funcionalidade dessas estruturas e para 

o aprimoramento de estratégias eficazes para a seleção de sementes (Cosmo et al., 2017).  

 Cedrela fissilis Vell., popularmente conhecida como cedro-rosa, é uma árvore nativa 

do Brasil de grande importância madeireira e recomendada para restauração de áreas 

degradadas (Durigan; Nogueira, 1990; Carvalho, 2003; 2005). Pertencente à família 

Meliaceae, essa espécie caducifólia pode atingir até 40 metros de altura e apresentar um 

tronco com diâmetro de até 300 cm na fase adulta. Trata-se de uma planta alógama, 

hermafrodita ou monóica, com flores unissexuais por aborto (Carvalho, 2003). Assim como a 

maioria das espécies florestais nativas, sua principal forma de multiplicação ocorre por via 

sexuada, tornando as sementes um recurso essencial para a conservação da espécie. Suas 

sementes são aladas em uma das extremidades e apresentam tegumento com coloração que 

varia de bege a castanho-avermelhado, caracterizando um tipo de heteromorfismo de 

sementes. Tal fenômeno, em que uma única planta produz sementes que diferem em cor, 

forma, massa ou tamanho, já foi relatado em mais de 200 espécies de angiospermas e pode 

influenciar o desenvolvimento das plantas em diferentes estágios de crescimento (Mandák, 

1997; Imbert, 2002; Matilla et al., 2005). 

 O heteromorfismo de sementes resulta da interação entre fatores evolutivos, 

ecológicos e fisiológicos, sendo considerado uma estratégia adaptativa que contribui para a 

sobrevivência e o sucesso reprodutivo da espécie. Em ambientes sujeitos a forte variação 

temporal, a produção de sementes com características distintas pode aumentar a probabilidade 

de sucesso reprodutivo, ao garantir que ao menos parte da progênie encontre condições 



12 

 

 

favoráveis para germinar e se desenvolver. Entretanto, a heteromorfia não resulta apenas de 

pressões seletivas, mas também de restrições evolutivas, fisiológicas e de desenvolvimento 

que ocorrem na própria planta. Fatores como a posição das sementes na planta, o acesso 

diferencial a nutrientes e luz, e o tempo de desenvolvimento podem influenciar a expressão de 

características distintas entre sementes de um mesmo indivíduo (Venable, 1985). Por 

exemplo, sementes formadas em diferentes regiões da planta podem apresentar variações em 

tamanho, dormência ou capacidade de dispersão, refletindo limitações estruturais e 

fisiológicas que favorecem a formação de sementes que diferem entre si quando a morfologia 

ou comportamento ecológico. Assim, a heteromorfia de sementes surge como um fenômeno 

natural resultante da interação entre aclimatações ambientais e limitações impostas pela 

biologia da planta, podendo também estar relacionada ao estágio de maturação das sementes, 

fator que influencia diretamente seu potencial fisiológico (Marcos-Filho, 2005). 

Em espécies florestais, diferenças na coloração das sementes são comuns e podem 

estar associadas à sua qualidade fisiológica (Oliveira et al., 2025; Santos et al., 2025). Essa 

característica morfológica pode indicar diferentes estágios de maturação, mesmo entre 

sementes de um mesmo fruto (Dalanhol et al., 2014) e tem sido associada à absorção de água, 

vigor e germinação em diferentes espécies (Santos et al., 2007; Mavi, 2010; Alves et al., 

2013; Duarte et al., 2021), representando um critério promissor para seleção de sementes de 

qualidade fisiológica superior. Embora a variação na cor do tegumento tenha sido observada 

em sementes de C. fissilis, sua relação com a qualidade fisiológica ainda é pouco 

compreendida. Portanto, este estudo teve como objetivo investigar a relação entre a cor do 

tegumento e a qualidade fisiológica de sementes claras e escuras de C. fissilis, por meio de 

análises de atributos físicos, anatômicos, bioquímicos e fisiológicos. 
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2. CONTEXTO TEÓRICO 

2.1 Cedrela fissilis Vellozo 

A família Meliaceae, da ordem Sapindales, inclui plantas dicotiledôneas floríferas e 

reúne entre 500 e 700 espécies distribuídas em cerca de 50 gêneros (Pennington; Styles, 1975; 

Flores et al., 2017). No Brasil, são encontradas 84 espécies agrupadas em 7 gêneros, que 

ocorrem de forma mais expressiva nos domínios fitogeográficos da Amazônia e da Mata 

Atlântica, embora estejam presentes em todas as regiões do país (BFG, 2015; Flores et al., 

2017). Entre os representantes dessa família, destaca-se o gênero Cedrela, descrito por 

Browne em 1756, com oito espécies reconhecidas, das quais três são nativas do Brasil. Dentre 

elas, Cedrela fissilis Vellozo tem sido historicamente alvo de intensa exploração madeireira, o 

que resultou na extinção de diversas subpopulações (Pennington, 1981). Conhecidas 

popularmente como cedros, as espécies desse gênero são valorizadas pela madeira de alta 

qualidade, amplamente empregada pelas indústrias madeireira e moveleira (Lorenzi et al., 

2003; Flores et al., 2017; Souza; Lorenzi, 2019). 

Cedrela fissilis Vell., conhecida popularmente como cedro, cedro-cheiroso ou cedro-

rosa, exibe porte arbóreo, alcançando de 8 a 40 m de altura e 20 a 300 cm de diâmetro à altura 

do peito (DAP) na idade adulta (Figura 2.0A). Trata-se de uma planta alógama, hermafrodita 

ou monóica, com flores unissexuais por aborto. As flores são pequenas, com pétalas branco-

esverdeadas e ápice rosado. Suas folhas são compostas, paripinadas, medindo entre 25 e 45 

cm, com 8 a 30 pares de folíolos (Figura 2.0B). Os frutos são cápsulas em forma de pêra, 

deiscentes, lenhosas, com coloração marrom e lenticelas claras, e abrigam de 30 a 100 

sementes (Figura 2.0C) (Carvalho, 2005). Suas sementes são aladas em uma das 

extremidades, de cor bege a castanho-avermelhada, com um pequeno núcleo seminal, 

medindo até 35 mm de comprimento por 15 mm de largura (Figura 2.0D) (Carvalho, 2005). 

Todas as partes da planta, quando esmagadas, apresentam cheiro de alho (Carvalho, 2005).  
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Figura 2.0 – Cedrela fissilis Vell. Árvore adulta (A), folhas paripinadas (B), fruto periforme 

(C), sementes aladas (D). Fonte: Autora. 

 

C. fissilis é uma espécie florestal nativa, amplamente distribuída em todas as regiões 

do Brasil, com maior ocorrência nas regiões Sul e Sudeste do país (Carvalho, 2003) (Figura 

2.1). A floração e a frutificação têm início entre 10 e 15 anos após o plantio. A floração ocorre 

em diferentes períodos ao longo do território nacional, geralmente entre setembro e março, e a 

frutificação ocorre, em média, dois meses após esse período (Carvalho, 2005). Contudo, a 

floração é irregular, não ocorrendo anualmente em todas as árvores (Ferraz et al., 1999). A 

dispersão das sementes pode ocorrer pela queda direta no solo, ainda dentro do fruto, ou pela 

ação do vento (Carvalho, 2005). A colheita de sementes deve ser realizada a partir de 32 

semanas após a antese, e os frutos com coloração marrom-escura e em início de deiscência 

(Corvello et al., 1999). As sementes de C. fissilis são classificadas como ortodoxas; 

entretanto, sua germinação e vigor reduzem significativamente durante o armazenamento, 

sendo a viabilidade comprometida após períodos superiores a 381 dias (Carvalho, 2006; Silva 

et al., 2020). 
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Figura 2.1 - Mapa da distribuição de C. fissilis no Brasil. Os pontos verdes indicam os locais 

de ocorrência natural de C. fissilis. Fonte: Carvalho (2003). 

 

No processo de sucessão, C. fissilis é considerada uma espécie secundária inicial e/ou 

secundária tardia, ocorrendo com frequência em capoeirões e matas secundárias, mas também 

apresentando capacidade de desenvolvimento no interior de florestas primárias (Carvalho, 

2005). Além disso, pode atuar como espécie pioneira em vegetações secundárias, 

regenerando-se preferencialmente em clareiras e nas bordas de matas (Tabarelli; Mantovani, 

1997). Trata-se de uma árvore de destaque no setor florestal, com múltiplas finalidades, sendo 

indicada para uso madeireiro, paisagístico, arborização urbana e de recuperação de áreas 

degradadas e reposição de matas ciliares, desde que em locais com ausência de inundação e 

em plantios heterogêneos (Carvalho, 2005). O plantio homogêneo da espécie enfrenta 

desafios significativos, especialmente devido ao ataque da mariposa Hypsipyla grandella 

(broca-do-cedro), considerada a principal ameaça a esses cultivos. A broca do cedro ataca as 

gemas laterais e leva ao desenvolvimento arbustiforme e, em casos mais extremos, a morte da 

planta (Pereira et al., 2016; Borges et al., 2019). 
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2.2 Heteromorfismo de sementes devido a cor do tegumento 

O tegumento, também denominado cobertura, envoltório ou casca, é a camada externa 

da semente madura e exerce diferentes funções essenciais, como proteção do embrião, 

controle da embebição, regulação das trocas gasosas e, em alguns casos, participação na 

dispersão (Marcos-Filho, 2005). Sua formação tem início ainda nas fases iniciais do 

desenvolvimento do óvulo, ocorrendo em paralelo à embriogênese e à formação do 

endosperma. Os integumentos do óvulo, denominados primina (integumento externo) e 

secundina (integumento interno), sofrem modificações estruturais e funcionais que culminam 

na origem dos tegumentos da semente: a primina dá origem à testa e a secundina à tegma. A 

morfologia do tegumento pode variar significativamente entre espécies, e nem sempre há uma 

distinção clara entre testa e tegma. Em alguns casos, ocorre a fusão parcial ou total desses 

tecidos, ou ainda a diferenciação de cada um em diferentes subcamadas (Marcos-Filho, 2005). 

Esse tecido, de origem materna, é o principal modulador das interações entre a estrutura 

interna da semente e o meio ambiente, desempenhando papel importante em processos como 

germinação, vigor e longevidade das sementes (Souza; Marcos-Filho, 2001). Logo, o 

entendimento de sua estrutura e propriedades pode contribuir para explicar o comportamento 

de sementes. 

Embora a maioria das características morfológicas do tegumento seja relativamente 

estável e determinadas pelo genótipo materno, fatores ambientais que atuam durante o 

desenvolvimento da semente podem induzir alterações maternas não genéticas nesse tecido, 

as quais, por sua natureza epigenética, não perpetuam por mais de uma geração (Gunn, 1981; 

Souza; Marcos-Filho, 2001). Essas modificações afetam principalmente a espessura, a 

composição bioquímica e a coloração do tegumento (Lacey et al., 1997; Souza e Marcos-

Filho, 2001). Durante a maturação, sementes ortodoxas acumulam compostos de reserva e 

desenvolvem mecanismos de proteção essenciais para otimizar o vigor e garantir o 

desempenho sob condições ambientais adversas. Nesse processo, também ocorrem mudanças 

visíveis nas estruturas externas de frutos e sementes, como variações na coloração do 

tegumento, característica frequentemente utilizada como indicativo de maturidade em muitas 

culturas (Silveira et al., 2002; Cruz et al., 2021; Groot, 2022). Em muitas espécies, essa 

mudança de cor está associada a oxidação de compostos fenólicos, que estão presentes em 

altos níveis em tegumentos de sementes pigmentados (Corso et al., 2020). Tais substâncias 

exercem funções relevantes na ecologia e fisiologia da semente, incluindo a proteção contra 

herbivoria, ação antioxidante e inibição da germinação, colaborando para a regulação do 
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momento adequado de emergência das plântulas (Groot, 2022). Considerando que o processo 

de maturação raramente ocorre de forma sincronizada, mesmo em condições ambientais 

homogêneas, a variação na coloração das sementes produzidas por uma mesma planta pode 

refletir diferentes estágios de maturação, influenciando diretamente o seu potencial 

fisiológico.  

A cor do tegumento tem se mostrado um indicador relevante da qualidade fisiológica 

de sementes em diferentes espécies, estando associada ao vigor, porcentagem de germinação, 

embebição e longevidade. Duarte et al. (2021), ao estudarem sementes amarelas e marrons de 

Parahancornia fasciculata (Poir.) Benoist, observaram diferenças significativas no vigor e na 

germinação, com melhores resultados em sementes de coloração marrom. Venturi; Randi 

(1997) também verificaram maior massa e maior porcentagem de germinação em sementes 

marrons de Phyllanthus tenellus Roxb. e Phyllanthus niruri L., comparadas com sementes 

amarelas. Resultados semelhantes foram encontrados por Alves et al. (2013) em sementes 

marrons de Clitoria fairchildiana R. A. Howard, comparadas com sementes pretas. Mavi 

(2010), estudando sementes de Crimson Sweet com coloração marrom, marrom claro, amarelo 

escuro e amarelo claro observou diferenças significativas no vigor, com melhores resultados 

em sementes de coloração marrom.  

Em estudo com soja, Santos et al. (2007) concluíram que, dentro de uma mesma 

cultivar, sementes com tegumento marrom apresentaram melhor qualidade fisiológica, 

atribuída à maior concentração de lignina e proteína, o que resulta em uma taxa de embebição 

mais lenta. De forma complementar, Naflath et al. (2023) demonstraram que a cor do 

tegumento e o tamanho das sementes de soja influenciam diretamente sua longevidade. 

Sementes pretas e menores apresentaram maior viabilidade após armazenamento natural e 

envelhecimento acelerado, mantendo altas taxas de germinação mesmo após 20 meses. Em 

Brassica napus L., sementes com tegumento preto demonstraram maior vigor e germinação, 

associadas ao elevado teor de óleo (Zhang et al., 2013). Em contraste, em Pterodon pubescens 

B., sementes pretas foram associadas à baixa viabilidade, elevado estresse oxidativo (alta 

atividade de SOD e CAT) e danos celulares (alto conteúdo de MDA). Técnicas de 

colorimetria e radiografia confirmaram que sementes mais claras possuem maior densidade e 

melhor preenchimento interno, características associadas a um melhor desempenho 

fisiológico (Medeiros et al., 2022).  
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Esses estudos evidenciam que a variação na cor do tegumento pode refletir diferenças 

nas propriedades físicas, químicas e estruturais desse tecido, as quais contribuem para 

variações no potencial fisiológico de sementes com colorações distinta, ou ainda atuar como 

um marcador biológico de características fisiológicas internas das sementes. No entanto, a 

utilização da cor do tegumento como critério de seleção para sementes com melhor 

desempenho deve considerar a dependência da espécie, uma vez que essa associação está 

relacionada a atributos específicos de cada material genético. 

 

2.3 Qualidade fisiológica de sementes 

A qualidade de um lote de sementes resulta da interação entre características genéticas, 

físicas, fisiológicas e sanitárias, determinando seu valor para a semeadura (Delouche, 1985). 

A qualidade fisiológica reúne informações sobre a germinação (viabilidade) e o vigor das 

sementes. A germinação é um processo fisiológico comumente avaliado pelo teste de 

germinação, realizado em condições ótimas para obtenção da máxima germinação (Marcos-

Filho, 2005). A quantificação da germinação é geralmente feita contabilizando as sementes 

que germinaram, sendo esse valor expresso em porcentagem. Embora alguns modelos 

matemáticos considerem além da capacidade de germinação, o tempo gasto no processo, é 

incomum que incluam eventos como a morte de sementes ou a não observação da 

germinação, muitas vezes limitada pela duração do teste (Pires, 2019). Nesse contexto, a 

análise de sobrevivência, método estatístico amplamente utilizado em pesquisas médicas e 

emergente em estudos de germinação, oferece uma abordagem mais completa ao contabilizar 

além da porcentagem e tempo, observações censuradas como os eventos de morte e a não 

observação da germinação, aumentando a quantidade de informações sobre o processo (Scott 

et al., 1984; Pires, 2019; Roesler et al., 2023). 

Um dos principais métodos dessa abordagem utiliza o Estimador de Kaplan-Meier 

para estimar a função de sobrevivência, visando determinar a probabilidade de falha 

(germinação) ao longo do tempo. Essa função, descrita pela equação 2.0, quantifica a 

proporção de sementes que ainda têm potencial para germinar após determinado período, 

considerando tanto as que já germinaram quanto as que foram censuradas. O Estimador de 

Kaplan-Meier é um método não paramétrico que calcula a função de sobrevivência S(t) como 

o produto acumulado das probabilidades de sobrevivência a cada intervalo de tempo t em que 

ocorre uma germinação (k-ésimo evento), ajustando o número de sementes em risco de 

germinação (vivas e não germinadas) e considerando as censuras (Kapla; Meier, 1958). O 
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resultado é uma curva de sobrevivência em degraus, onde cada subida representa um evento 

de germinação, proporcionando uma visualização clara da dinâmica da viabilidade das 

sementes ao longo do tempo. 

𝑆̂(𝑡) = ∏ (1 −
𝑑𝑗

𝑛𝑗
) , 𝑗 = 1,2,3, … , 𝑘      ;      𝑡1 < 𝑡2 < 𝑡3 , … , < 𝑡𝑘 ,         (2.0) 

𝑡𝑗 ≤ 𝑡

 

onde 𝑑𝑗 representa o número de sementes germinadas no tempo 𝑡𝑗 e 𝑛𝑗 o número de sementes 

ainda em risco. 

Durante o processo de germinação, muitos eventos fisiológicos acontecem e podem 

ser melhor compreendidos a partir da obtenção da curva de embebição. O processo de 

germinação se inicia quando sementes secas e viáveis absorvem água desencadeando uma 

série de eventos que culminam na protrusão da radícula. De acordo com Bewley e Black 

(1994), o processo germinativo pode ser descrito em três fases principais. A primeira fase da 

germinação, denominada reativação (Fase I), inicia-se com a embebição, durante a qual a 

absorção de água pela semente possibilita a retomada de atividades metabólicas essenciais, 

como a respiração celular. Nesse estágio, ativam-se mecanismos de reparo de danos causados 

pela desidratação ao final da maturação, bem como a atividade hidrolítica, mediada por 

enzimas sintetizadas previamente. A retomada do crescimento embrionário é inicialmente 

controlada por RNA mensageiro (RNA-m) armazenado, sendo posteriormente substituído por 

RNA-m recém-sintetizado, caracterizando a transição para um metabolismo funcional. A fase 

II, denominada indução do crescimento, é marcada por eventos bioquímicos essenciais, como 

a síntese de enzimas, ácidos nucleicos e proteínas, e pela intensa degradação das reservas em 

compostos mais simples. Esses processos promovem o acúmulo de solutos nos tecidos 

embrionários, facilitando a absorção de água, o alongamento celular, especialmente na 

radícula. Por fim, a fase III, denominada crescimento, é caracterizada pela protrusão da raiz 

primária, tornando visível a retomada de crescimento do embrião. Nessa fase ocorre a 

expansão celular, seguida de divisão celular; assimilação e síntese de novos compostos e o 

rompimento do tegumento.  

O processo de absorção de água pelas sementes ocorre por meio de difusão passiva, 

sendo governado pelas diferenças de potencial hídrico entre os tecidos da semente e o 

substrato que fornece a água. Essa dinâmica segue o modelo trifásico proposto por Bewley e 

Black (1978), representado na Figura 2.3. 
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Figura 2.3 - Padrão trifásico de absorção de água por sementes. A seta marca o momento da 

ocorrência dos primeiros sinais de protrusão da radícula (Bewley e Black, 1978). 

 

A Fase I é marcada por rápida absorção de água devido à grande diferença entre os 

potenciais hídricos da semente seca e do substrato, promovendo a hidratação parcial dos 

tecidos da semente. Com o avanço da embebição, as estruturas da semente se hidratam, 

aumentando seu potencial hídrico e reduzindo o do substrato. Na Fase II, os fluxos hídricos se 

estabilizam, tornando a absorção mais lenta e alcançando um equilíbrio dinâmico. O acúmulo 

de solutos nessa fase diminui o potencial hídrico da semente, resultando em rápida 

transferência de água do substrato para a semente na Fase III (Bewley e Black, 1978; 1994). 

De modo geral, o formato da curva é influenciado pela ocorrência de cada uma das fases que, 

por sua vez, é afetado por fatores como os potenciais hídricos da semente e do substrato, a 

permeabilidade do tegumento e a composição química das reservas que afetam diretamente a 

dinâmica da embebição, podendo resultar em diferenças significativas entre espécies (Marcos-

Filho, 2005). Logo, a curva de embebição representa uma ferramenta importante para 

compreender os eventos fisiológicos que ocorrem no processo de germinação, avaliar a 

integridade do tegumento, o vigor e a viabilidade das sementes (Marcos-Filho, 2005; 

Carvalho; Nakagawa, 2012). Nesse sentido, para além da análise visual, a quantificação dos 

parâmetros da curva de embebição por meio do ajuste de modelos matemáticos pode ajudar a 

identificar diferenças morfológicas e fisiológicas entre lotes de sementes.  

Para uma avaliação mais precisa da qualidade das sementes, é essencial complementar 

o teste de germinação com testes de vigor. O vigor das sementes reflete um conjunto de 

características que irão determinar o seu desempenho em campo e no armazenamento, sendo 
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que sementes vigorosas apresentam maior chance de sucesso em diferentes condições de 

ambiente. Diferente do teste de germinação, que avalia o potencial de emergência em 

condições ideais, os testes de vigor são conduzidos sob condições específicas e permitem 

estimar o grau de deterioração das sementes, identificando alterações bioquímicas, tolerância 

a estresses e a eficiência de processos fisiológicos. Os sintomas da deterioração das sementes 

tornam-se evidentes durante a germinação e o desenvolvimento inicial das plântulas, 

refletindo em alterações fisiológicas cuja intensidade está diretamente relacionada ao vigor. 

Entre os principais efeitos, observam-se a redução na velocidade e uniformidade da 

germinação, o menor crescimento das plântulas, o aumento na frequência de plântulas 

anormais e a perda da capacidade de germinar (Bewley e Black, 1982; Marcos-Filho, 2005). 

Tais manifestações são frequentemente avaliadas por meio de índices de vigor, a partir de 

cálculos que estimam o número médio de plântulas formadas por dia e o tempo necessário 

para a germinação, além de medições diretas do comprimento das plântulas e de suas partes, e 

da contagem de plântulas normais e anormais nas primeiras e últimas leituras do teste de 

germinação (Maguire, 1962; Schuab et al., 2002; Ranal; Santana, 2006). No entanto, antes 

que esses sintomas se tornem visíveis, diversas alterações ultra estruturais e bioquímicas já 

podem ter ocorrido e ser detectadas por meio de testes mais específicos (Bewley; Black, 

1982). 

A degeneração das membranas celulares é considerada um dos primeiros eventos que 

caracteriza a deterioração de sementes (Delouche; Baskin, 1973; Delouche, 1985) e pode ser 

avaliada pelo teste de condutividade elétrica, que mede a liberação de eletrólitos durante a 

embebição. Esse teste se destaca pela rapidez e pela boa correlação com a emergência de 

plântulas em campo (Marcos-Filho et al., 1990; Torres et al., 2009). A organização do sistema 

de membranas se estrutura durante a maturação e se desintegra com a desidratação após a 

maturação. Essas membranas são compostas principalmente por proteínas e fosfolipídios 

organizados em uma camada fluida e a estabilidade dessa estrutura depende da interação entre 

os componentes da membrana e a água. Quando conteúdo de água fica abaixo de 25% (base 

úmida) ocorre a redistribuição das moléculas, formando canais, e a rápida embebição leva à 

liberação de solutos para o meio exterior, incluindo açúcares, aminoácidos, ácidos graxos, 

proteínas, enzimas e íons inorgânicos (K+, Ca+2, Mg+2, Na+, Mn+2) (Bewley; Black, 1994; 

Marcos-Filho, 2005) (Figura 2.4).  
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Figura 2.4 – Alterações na configuração de fosfolipídios de membranas conforme o conteúdo 

de água nas sementes; a,b,c representam proteínas presentes na bicamada lipídica. Baseado no 

modelo proposto por Bewley e Black (1982; 1994). 

 

Com a embebição, os mecanismos de reparo são ativados, restaurando a 

permeabilidade das membranas e, assim, reduzindo ou interrompendo a liberação de 

eletrólitos. O princípio do teste de condutividade elétrica estabelece que sementes menos 

vigorosas (ou mais deterioradas) têm uma recuperação mais lenta da integridade das 

membranas, liberando maiores quantidades de solutos para o meio exterior (Marcos-Filho, 

2005). 

A qualidade fisiológica das sementes é determinada por uma combinação de fatores 

genéticos, ambientais e de manejo ao longo do ciclo de produção. As sementes atingem seu 

máximo potencial fisiológico no estágio de maturidade, quando também são alcançados os 

valores máximos de massa seca (Carvalho; Nakagawa, 2012; Sena et al., 2022). Antes desse 

ponto, a semente ainda depende metabolicamente da planta-mãe, o que impede o início de 

processos de deterioração (Marcos-Filho, 2005). No entanto, condições ambientais adversas 

durante a maturação, como estresse hídrico, variações térmicas e infecções por patógenos, 

podem comprometer a formação de sementes com alto vigor e viabilidade. Após a 

maturidade, a deterioração pode se iniciar de forma gradual e contínua, mesmo antes da 

colheita, sendo intensificada por fatores como atraso na colheita, alta umidade e exposição a 

agentes físicos e biológicos (Delouche; Baskin, 1973; Marcos-Filho, 2005). Esse processo 

afeta negativamente atributos fisiológicos como a germinação, o vigor e a longevidade das 

sementes (McDonald, 1999). Além disso, o desempenho fisiológico das sementes está 

diretamente relacionado ao seu genótipo e sofre influência das práticas de manejo adotadas 

nas etapas de colheita, beneficiamento e armazenamento (Carvalho; Nakagawa, 2012). 
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2.4 Estrutura de sementes 

De forma geral, a semente se origina do óvulo fecundado e, quando madura, apresenta 

três estruturas principais: o tegumento (envoltório protetor), o tecido de reserva (endosperma 

ou perisperma) e o embrião (eixo embrionário e cotilédones) (Marcos-Filho, 2005). O 

tegumento, derivado dos integumentos do óvulo, pode variar em número, de um a dois, ou até 

estar ausente, sendo constituído principalmente por carboidratos estruturais (celulose, 

hemiceluloses e pectinas), compostos fenólicos (como a lignina) e lipídios (cutina e ceras) 

(Ventrella et al., 2013). O endosperma, um tecido de reserva triploide originado do núcleo 

endospérmico, pode ou não estar presente na semente madura e, assim como o embrião, 

armazena substâncias de reserva: triacilgliceróis (em corpos lipídicos), proteínas (globulinas e 

prolaminas em corpos proteicos) e carboidratos, como amido (em amiloplastos), 

hemiceluloses (na parede celular), sacarose e oligossacarídeos da série rafinose (em vacúolos) 

(Ventrella et al., 2013).  

 Estudos sobre as características anatômicas, morfológicas, dimensões e peso de 

sementes de espécies florestais nativas e exóticas têm sido realizados com o objetivo de 

compreender e relacionar esses atributos à sua viabilidade, germinação, comportamento e 

adaptação (Iossi et al., 2006; Costa et al., 2006; Espitia-Camacho et al., 2020). A 

caracterização das estruturas internas constituintes da semente permite esclarecer dúvidas 

sobre a anormalidade de plântulas e a presença de sementes não germinadas nos testes de 

germinação (Silva et al., 2014). 

 Nos últimos anos, estudos nessa área têm sido realizados com base em técnicas de 

análise de imagens, sendo o teste de raios X uma das mais utilizadas, devido à sua capacidade 

de fornecer uma avaliação rápida e eficiente da morfologia interna de sementes de diferentes 

espécies (Gomes-Junior, 2010). Por meio dessa técnica, é possível visualizar danos causados 

por insetos, fraturas e trincas decorrentes de impactos mecânicos, além de outros fatores 

relacionados às etapas de pré e pós-colheita (Masetto et al., 2007; Carvalho et al., 2009a; 

Korobi et al., 2012). Além disso, a radiografia permite identificar anormalidades nos embriões 

e avaliar seu estágio de desenvolvimento (Korobi et al., 2012; Gomes et al., 2014). Essas 

informações são de grande relevância, pois a presença de sementes danificadas ou vazias pode 

comprometer diretamente os resultados dos testes de germinação (Oliveira et al., 2003; Pupim 

et al., Masetto et al., 2007; 2008; Carvalho et al., 2009a). Uma das grandes vantagens dessa 

técnica é a possibilidade de analisar as sementes no estado seco, sem a necessidade de preparo 
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prévio, o que simplifica o processo. Além disso, as baixas doses de radiação utilizadas 

garantem que a viabilidade das sementes não seja comprometida, permitindo sua semeadura 

após a obtenção das radiografias (Carvalho et al., 2009b). Esse aspecto torna o método ainda 

mais relevante, pois possibilita a comparação direta entre as imagens radiográficas e os 

resultados dos testes de germinação, viabilizando estudos sobre a relação entre morfologia, 

integridade física dos tecidos e o potencial fisiológico das sementes (Marcos-Filho et al., 

2010). 

O método consiste em posicionar as sementes entre uma fonte de raios X de baixa 

energia e um detector de imagem, como um filme radiográfico ou um sensor digital. Ao 

atravessar os tecidos da semente e alcançar o detector, os raios X formam uma imagem visível 

composta por regiões mais claras e mais escuras (Figura 2.5). Essas variações indicam 

diferenças na absorção da radiação, influenciadas por fatores como composição química, 

espessura e densidade dos tecidos, além do comprimento de onda da radiação ionizante 

(Brasil, 2009). 

 

Figura 2.5 – Esquema do sistema de radiografia digital e seus principais componentes. 

 

Após a obtenção das radiografias, as sementes são classificadas com base em sua 

anatomia interna, e os resultados são expressos em porcentagens. As categorias incluem: 

sementes cheias, que possuem todos os tecidos essenciais para a germinação; sementes vazias, 

com menos de 50% dos tecidos; sementes danificadas por insetos, que apresentam larvas, 

orifícios ou outros sinais de infestação; e sementes danificadas fisicamente, que, apesar de 

estarem completas, possuem o revestimento externo rachado ou quebrado (Brasil, 2009). 
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Entre os parâmetros relacionados à obtenção das radiografias estão a tensão elétrica 

entre os eletrodos dentro de um tubo de raios X, a corrente elétrica aplicada ao tubo, o tempo 

de exposição da amostra e a distância entre o alvo o sensor digital (Brasil, 2009). O aumento 

da tensão elétrica (kV) gera raios X de menor comprimento de onda e maior energia, 

influenciando diretamente o poder de penetração e a qualidade da imagem. Valores mais 

baixos de tensão elétrica proporcionam melhor contraste e resolução, enquanto valores mais 

altos reduzem a diferença de densidade entre os tecidos. A corrente elétrica (mA) no tubo de 

raios X determina a quantidade de raios X gerados. Um aumento da corrente eleva a 

densidade da imagem, mas não afeta seu contraste, podendo torná-la mais escura. O tempo de 

exposição corresponde ao período em que a semente é irradiada e está diretamente 

relacionada à corrente elétrica, sendo expresso em miliampere/segundo (mA/s) ou 

miliampere/minuto (mA/m). Para manter a densidade da imagem, qualquer aumento no tempo 

de exposição deve ser compensado por uma redução proporcional na corrente elétrica e vice-

versa. A Distância Filme Foco (DFF) é a distância entre o alvo e o sensor digital, e sua 

ampliação reduz a intensidade da radiação, exigindo maior tempo de exposição para manter a 

densidade da imagem (Brasil, 2009).  

Técnicas mais tradicionais, como as de microscopia de luz, também são fundamentais 

para o estudo da anatomia das sementes, possibilitando observação mais detalhada de suas 

estruturas internas. A microscopia óptica é amplamente utilizada para analisar a organização 

dos tecidos, como a camada de células do tegumento, a presença de reservas nutricionais no 

endosperma e a diferenciação do embrião, fatores essenciais para o processo fisiológico de 

germinação (Bewley et al., 2013). A histometria, que envolve a análise quantitativa de tecidos 

e estruturas celulares, utiliza técnicas de microscopia e processamento de imagem para medir 

características como espessura, volume e proporções dos componentes anatômicos. No estudo 

das sementes, a histometria é aplicada para avaliar aspectos como a espessura do tegumento e 

dos tecidos de reserva, contagem de camadas celulares em tecidos específicos, além do 

diâmetro e da distribuição dos corpos lipídicos e proteicos. 

Como extensão dos estudos morfológicos, a biometria de sementes utiliza métodos 

quantitativos para mensurar atributos como espessura, largura, comprimento, peso e forma, 

fornecendo dados que complementam a análise anatômica e externa das sementes. As 

mensurações, realizadas com instrumentos como paquímetros digitais e balanças de precisão, 

permitem avaliar a variabilidade intra- e interespecífica, a qual pode influenciar diretamente 

processos fisiológicos como a germinação, o vigor e o crescimento inicial das plântulas 
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(Costa et al., 2006; Santos et al., 2009; Pereira et al., 2017). Durante o processo de maturação, 

as sementes passam por alterações significativas, aumentando de tamanho até atingirem 

valores característicos da espécie. No entanto, essas dimensões podem variar tanto entre 

diferentes espécies quanto dentro de uma mesma espécie, influenciadas por fatores ambientais 

e genéticos (Costa et al., 2006; Santos et al., 2009). Assim, a biometria não apenas descreve 

essas variações morfológicas, mas também contribui para a compreensão de como elas 

influenciam no estabelecimento das espécies. 

 

2.5 Composição química de sementes 

O estudo das sementes quanto à composição química de suas reservas é de grande 

interesse na tecnologia de sementes, uma vez que o teor dos compostos presentes influencia 

diretamente o vigor e o potencial de armazenamento (Carvalho; Nakagawa, 2012). O processo 

de estabelecimento de uma espécie requer a mobilização de determinadas reservas, que serão 

usadas para a formação de estruturas físicas como, por exemplo, parede celular, ou como 

energia para a respiração (Borges; Rena, 1993; Corte et al., 2006). De maneira geral, 

carboidratos, proteínas e lipídios são as principais substâncias de reserva nas sementes, com 

suas proporções variando conforme a espécie (Bewley; Black, 1994). Entre os principais 

fatores que influenciam essa composição, destacam-se o genótipo, a posição da semente no 

fruto ou na inflorescência, as condições ambientais durante o enchimento, o grau de 

maturação e a idade fisiológica, especialmente devido aos efeitos da deterioração natural 

(Marcos-Filho, 2005). 

Dentre as principais substâncias de reserva em sementes, os carboidratos 

desempenham papel central no fornecimento de energia para o desenvolvimento do embrião 

durante a germinação (Marcos-Filho, 2005). Eles podem ser classificados em 

monossacarídeos, que servem como fonte imediata de energia; oligossacarídeos, que além de 

fornecer energia auxiliam na estabilização de membranas e proteção contra desidratação; e 

polissacarídeos, que funcionam como reserva e componente estrutural das paredes celulares. 

Durante a germinação, a glicose resultante da hidrólise dessas reservas é utilizada na 

respiração celular, fornecendo energia para o crescimento do embrião (Marcos-Filho, 2005). 

Do ponto de vista químico, os carboidratos podem ser divididos em açúcares redutores e não 

redutores, de acordo com a presença de grupos funcionais livres capazes de doar elétrons 

(Taiz et al., 2017). Açúcares redutores, como as hexoses glicose e frutose, apresentam grupos 

aldeído ou cetona livres, o que lhes confere elevada reatividade e podem representar uma 
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ameaça, como as espécies reativas de oxigênio. Por outro lado, em açúcares não redutores, 

como a sacarose, esses grupos funcionais estão envolvidos em ligações glicosídicas, 

impedindo sua oxidação (Taiz et al., 2017).   

Os lipídios são compostos insolúveis em água, mas solúveis em solventes orgânicos, 

formados principalmente por ácidos graxos e glicerol (Ahmed, 2023). Os lipídios de reserva 

são predominantemente triglicerídeos, nos quais uma molécula de glicerol se liga a três ácidos 

graxos e são armazenados em organelas especializadas denominadas oleossomos (Taiz et al., 

2017). Durante a germinação, os triglicerídeos são hidrolisados por enzimas do tipo lipase, 

liberando glicerol e ácidos graxos, e parte destes é transformada posteriormente em açúcares, 

fornecendo energia para a germinação (Marcos-Filho, 2005). Além dos lipídios de reserva, 

destacam-se os fosfolipídios de natureza polar, que são componentes estruturais fundamentais 

das membranas celulares, incluindo as de organelas (Taiz et al., 2017). A integridade dessas 

membranas é determinante para o funcionamento adequado dos processos fisiológicos nas 

sementes, como a germinação e a manifestação do vigor. As membranas são também os 

principais alvos do processo de deterioração pós-maturidade; portanto, sua preservação é 

crucial para um bom desempenho fisiológico das sementes (Marcos-Filho, 2005).  

As proteínas, por sua vez, são macromoléculas nitrogenadas formadas por cadeias de 

aminoácidos unidos por ligações peptídicas (Ribeiro, 2014). Nas sementes, além de atuarem 

como reserva energética, sendo degradadas durante a germinação para fornecer aminoácidos 

utilizados na respiração celular, também exercem funções estruturais, enzimáticas, de 

transporte e regulação fisiológica. Essa diversidade funcional torna as proteínas fundamentais 

para o metabolismo e a manutenção da viabilidade e vigor das sementes (Marcos-Filho, 

2005). Além das substâncias de reserva, compostos secundários podem ser encontrados tanto 

em células comuns quanto em estruturas secretoras da semente (Ventrella et al., 2013). Entre 

esses compostos, os fenólicos se destacam por exercerem múltiplas funções fisiológicas e 

ecológicas nas sementes. Eles atuam na defesa contra estresses bióticos, como patógenos e 

herbívoros, e abióticos, incluindo radiação UV, seca e metais pesados. Além disso, participam 

da regulação da dormência e germinação, protegem o embrião, contribuem para a 

pigmentação e auxiliam na homeostase metálica (Corso et al., 2020). 
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2.6 Sistema antioxidante enzimático 

A oxidação de biomoléculas, acompanhada de alterações no metabolismo celular, é 

um dos principais mecanismos envolvidos no processo de deterioração das sementes, afetando 

diretamente a sua qualidade fisiológica. A oxidação é promovida principalmente pela ação de 

espécies reativas de oxigênio (EROs), que compreendem tanto radicais livres (radicais 

superóxido, O₂•⁻, radical hidroxila, •OH; radical per-hidroxila, O2•- e radicais alcóxi - RO•⁻) 

quanto formas não radicais (peróxido de hidrogênio, H₂O₂ e oxigênio singleto, ¹O₂) (Gill; 

Tuteja, 2010; Sharma et al., 2012). EROs são geradas naturalmente durante a dessecação, 

germinação e envelhecimento das sementes, devido à redução parcial do oxigênio (Bailly, 

2004; Kumar et al., 2015). Sua produção varia conforme o estado metabólico e fisiológico da 

semente. Em sementes secas, podem ser formadas por reações de Amadori e/ou Maillard e 

por peroxidação lipídica (Kumar et al., 2015). Após a embebição, com o metabolismo 

reativado, organelas e enzimas como mitocôndrias, glioxissomos e NADPH oxidases tornam-

se as principais fontes de EROs (Kumar et al., 2015; Mhamdi; Breusegem, 2018). Durante a 

germinação, destaca-se a atividade mitocondrial como a principal responsável pela geração de 

EROs, em razão do escape de elétrons da cadeia transportadora na retomada da respiração 

aeróbia (Noctor et al., 2007; Bailly et al., 2008; Gomes; Garcia, 2013). 

EROs desempenham papéis importantes em diferentes processos fisiológicos das 

sementes, como sinalização celular, apoptose, expressão gênica e transporte de íons 

(Govindaraj et al., 2017). No entanto, seu acúmulo excessivo pode causar estresse oxidativo, 

danificando membranas, lipídios, proteínas, ácidos nucleicos e carboidratos, contribuindo para 

a deterioração das sementes (Bailly, 2004; Sharma et al., 2012). A homeostase redox nas 

células vegetais é mantida por um equilíbrio entre a produção e a eliminação de EROs, 

controlado por um sistema de defesa antioxidante. Entre as principais enzimas desse sistema 

está a superóxido dismutase (SOD) que atua catalisando a dismutação do radical superóxido 

(O₂•⁻) em peróxido de hidrogênio (H₂O₂) e oxigênio molecular (O₂). Isoformas dessa enzima 

estão distribuídas em diferentes compartimentos celulares, como mitocôndrias, peroxissomos, 

citosol e apoplasto (Taiz et al., 2017). A eliminação do H₂O₂ gerado é realizada por outras 

enzimas antioxidantes, como catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX) e peroxidase 

(POX), que atuam por vias distintas. A APX utiliza o ácido ascórbico como agente redutor 

para decompor o H₂O₂ e, assim como a SOD, está presente em vários compartimentos 

celulares. A CAT, por sua vez, está localizada principalmente nos peroxissomos, onde 

converte H₂O₂ em água (H₂O) e oxigênio molecular (O₂), desempenhando papel fundamental 
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na proteção contra o estresse oxidativo (Das; Roychoudhury, 2014). Já a POX, atua na 

decomposição do H₂O₂ utilizando compostos fenólicos como doadores de elétrons, sendo 

particularmente ativa em processos de lignificação, suberização, defesa contra patógenos e 

resposta a estresses abióticos (Hiraga et al., 2001; Kawano, 2003; Passardi et al., 2004). 

 

2.7 Técnicas para análises bioquímicas de sementes 

2.7.1 Histoquímica  

Quando associada a técnicas histoquímicas, a análise anatômica das sementes 

proporciona uma compreensão mais aprofundada de como as sementes armazenam nutrientes, 

como carboidratos, proteínas e lipídios. A histoquímica combina técnicas histológicas com 

métodos físicos e químicos, permitindo identificar e localizar compostos específicos ou 

grupos de compostos químicos dentro das células e tecidos, enriquecendo a análise estrutural 

e funcional das sementes. Além disso, a coloração histológica permite identificar alterações 

na integridade celular e na disponibilidade de nutrientes, auxiliando na avaliação do vigor e da 

viabilidade das sementes (Ventrella et al., 2013).  

Para a detecção de compostos químicos, reagentes específicos são utilizados, 

permitindo, por meio de reações bioquímicas, detectar e localizar qualitativamente a presença 

desses compostos (Ventrella et al., 2013). O método utilizando Azul de Toluidina, descrito 

por O’Brien et al. (1964), é uma técnica histoquímica muito utilizada para evidenciar e 

estudar a composição e estrutura da parede celular vegetal, especialmente para identificar 

polissacarídeos ácidos que estão envolvidos na formação e rigidez da parede celular, como 

pectinas e hemiceluloses. O azul de toluidina é um corante metacromático, mudando de cor 

conforme o tipo de composto ao qual se liga, devido à alteração em sua estrutura molecular e 

propriedades ópticas. Polissacarídeos ácidos, como pectinas e mucilagens, interagem 

fortemente com os grupos catiônicos do corante, produzindo coloração roxa ou vermelha. 

Com celulose, de caráter neutro, a interação é mais fraca, resultando em coloração azul. Já 

lignina e compostos fenólicos, por possuírem estruturas aromáticas e hidrofóbicas, geram 

coloração verde devido à forte interação com o corante. 

Para detectar a presença de proteínas em tecidos biológicos, uma das técnicas 

histoquímicas utilizadas é baseada no método descrito por Vidal (1970), utilizando o corante 

Xylidine Ponceau (XP). O corante XP é capaz de se ligar a grupos amino carregados 
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positivamente, principalmente em pH ácido, por meio de interações eletrostáticas. Ao formar 

esse complexo, o XP adquire uma coloração vermelha intensa, facilitando a visualização das 

proteínas ao microscópio, ajudando a identificar sua presença e organização nos tecidos. Já os 

lipídios podem ser detectados utilizando o reagente o Sudan III, com base no método descrito 

por Pearse (1972). Sudan III é um corante apolar que se dissolve preferencialmente em 

substantivas lipídicas devido à sua natureza lipofílica. Ele se liga fortemente às gotículas de 

gordura, membranas celulares lipídicas e outras estruturas lipídicas presentes no tecido. Ao se 

dissolver em estruturas lipídicas, o corante é incorporado fisicamente nas estruturas lipídicas, 

dando-lhes uma coloração alaranjada característica, o que permite a visualização das regiões 

ricas em lipídios.  

A detecção de lignina em tecidos vegetais pode ser realizada por meio do teste 

histoquímico com floroglucina em meio ácido, conforme descrito por Johansen (1940). O 

princípio do teste baseia-se na reação específica entre a floroglucina e os grupos aldeído 

aromáticos presentes nas unidades de lignina. Como resultado dessa reação, regiões 

lignificadas da parede celular coram-se de rosa a vermelho. Na detecção de amido em tecidos 

vegetais, o reagente de Lugol é amplamente usado, especialmente em estudos anatômicos. 

Proposto por (Johansen, 1940), esse método baseia-se na reação entre o iodo e o amido, um 

polissacarídeo complexo formado por unidades de glicose, com dois componentes principais: 

amilose e amilopectina.  O iodo molecular (I₂), presente no reagente de Lugol, interage 

principalmente com as cadeias lineares da amilose por meio da formação de um complexo de 

inclusão, no qual o iodo fica aprisionado na estrutura helicoidal da amilose. Por outro lado, a 

amilopectina, devido à sua estrutura ramificada e ausência de configuração helicoidal regular, 

interage menos com o iodo, resultando em coloração menos intensa. Como resultado dessa 

interação de inclusão, o iodo (I₂) adquire uma cor azul ou roxa, o que facilita a visualização 

do amido no tecido (Barreiros; Barreiros, 2012).  

2.7.2 Espectroscopia no Ultravioleta e Visível (UV-Vis) 

Além de localizar, também é possível quantificar os compostos químicos presentes nas 

sementes. Os métodos mais utilizados para essas análises são baseados em técnicas de 

espectroscopia. Entre as técnicas mais comuns, destacam-se a espectroscopia óptica na faixa 

de luz ultravioleta e visível (UV/Vis) e no infravermelho próximo (NIR), que permitem 

quantificar e obter informações sobre a composição química da amostra. Os principais 

componentes de um espectrofotômetro são uma fonte de luz, para excitação da amostra, uma 
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lente colimadora para direcionar os feixes de luz, uma grade de difração ou prisma para 

separar os diferentes comprimentos de onda, uma fenda seletora para selecionar o 

comprimento de onda de interesse, um suporte para a amostra e um detector para medir a 

intensidade da luz após interagir com a amostra (Figura 2.6).  

 

      Figura 2.6 – Esquema dos principais componentes de um espectrofotômetro UV/Vis. 

 

A espectroscopia UV-Vis baseia-se na absorção de radiação eletromagnética pela 

amostra, sendo essa absorção determinada indiretamente por meio da transmitância. A luz que 

incide na amostra tem intensidade I0 e, após atravessá-la, no caso do espectrômetro por 

transmissão, chega ao detector com intensidade reduzida I devido à absorção pela amostra em 

comprimentos de onda específicos. A razão entre as duas intensidades I/I0 é definida como 

Transmitância (T), que mede o percentual da luz transmitida pela amostra, dada pela equação 

2.1 (Cosimo; Haller, 2025). 

𝑇 =  
𝐼

𝐼0
 × 100.          (2.1) 

A partir da determinação da transmitância, é possível determinar a absorbância (A), 

conforme a equação 2.2. Essa grandeza adimensional é definida como o logaritmo negativo da 

transmitância, a qual expressa a quantidade de luz absorvida pela amostra (Cosimo; Haller, 

2025). 

𝐴 =  − log  (𝑇).          (2.2) 

A partir da Lei de Beer-Lambert, é possível determinar a concentração de um analito 

de interesse a partir de sua absorbância, conforme a equação 2.3 (Cosimo; Haller, 2025). 
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𝐴 =  𝜀𝑐𝑑    →       𝑐 =  
𝐴

𝜀𝑑
,          (2.3) 

onde c é a concentração da amostra, d = 1 cm é o caminho óptico (largura da cubeta), e ε o 

coeficiente de extinção, uma constante específica da amostra que descreve o quanto a amostra 

está absorvendo em um determinado comprimento de onda. 

Cada substância possui um pico de absorção característico em um determinado 

comprimento de onda, o qual é selecionado para a quantificação do analito de interesse. Para 

estabelecer a relação entre absorbância e concentração, soluções-padrão de concentração 

conhecida são analisadas no comprimento de onda selecionado, gerando uma curva de 

calibração. A relação linear entre absorbância e concentração permite o ajuste de uma 

regressão linear, e, com base nessa equação, a concentração de uma amostra desconhecida 

pode ser determinada. Toda a análise é fundamentada na Lei de Beer-Lambert, e, portanto, 

alguns critérios devem ser seguidos: (i) as soluções-padrão devem ser suficientemente 

diluídas, pois a lei é derivada para soluções homogêneas e com baixa concentração, 

garantindo que a relação entre absorbância e concentração permaneça linear; (ii) os valores 

medidos em amostras com concentrações desconhecidas devem estar contidos dentro dos 

limites da curva de calibração, evitando extrapolações que possam comprometer a precisão 

dos resultados (Pavia et al., 2010; Skoog et al., 2019; Cosimo; Haller, 2025). Os processos 

descritos a seguir utilizam medições espectrofotométricas baseadas na Lei de Beer para a 

quantificação dos analitos de interesse. 

Para a quantificação de proteínas solúveis, o método de Bradford (1976) é amplamente 

empregado devido à sua sensibilidade e rapidez. Esse método baseia-se na interação do 

corante Azul Brilhante de Coomassie G-250 com proteínas, promovendo uma mudança no 

máximo de absorção do corante de 465 nm para 595 nm. Assim, a determinação da 

concentração proteica é realizada por meio da leitura da absorbância a 595 nm. A curva de 

calibração é construída utilizando soluções-padrão de albumina sérica bovina (BSA) em 

concentrações previamente conhecidas, permitindo a quantificação das amostras com base na 

relação linear entre a absorbância e a concentração proteica.  

O método UV-sulfúrico para determinação de açúcares totais baseia-se na reação dos 

açúcares com ácido sulfúrico concentrado, que provoca a hidrólise dos polissacarídeos e a 

formação de monossacarídeos (Albalasmeh et al., 2013). Durante essa reação, o ácido 

sulfúrico também causa desidratação dos açúcares, resultando na formação de compostos 
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derivados de furfural, capazes de absorver luz ultravioleta. A absorbância desses compostos é 

medida a 315 nm, onde ocorre a máxima absorção, e é diretamente proporcional à 

concentração de açúcares na amostra. A quantificação é realizada por comparação com uma 

curva padrão construída com soluções-padrão de glicose ou sacarose, permitindo a 

determinação dos açúcares totais presentes na amostra.  

Para quantificar os açúcares redutores, pode-se utilizar o método DNS, que se baseia 

na reação do ácido 3,5-dinitrosalicílico, agente oxidante presente no reagente DNS, com o 

grupo carbonílico dos açúcares redutores, sob condições alcalinas. Essa reação resulta na 

redução do ácido 3,5-dinitrosalicílico a ácido 3-amino-5-nitrosalicílico, um composto de 

coloração vermelho alaranjada, cuja absorção máxima ocorre a 540 nm, permitindo a 

quantificação dos açúcares redutores por comparação com uma curva padrão, construída com 

soluções-padrão de frutose, com concentrações previamente conhecidas (Gonçalves et al., 

2010). 

A quantificação de amido pode ser realizada usando o método UV-sulfúrico, com 

modificações. O pellet residual da extração de açúcares solúveis é submetido à hidrólise com 

ácido sulfúrico concentrado. Nessa condição, o amido, um polissacarídeo composto por 

unidades de glicose, é hidrolisado em suas unidades monoméricas. O ácido também promove 

a desidratação dos açúcares, formando derivados de furfural que absorvem luz UV, com pico 

de absorbância a 315 nm. A concentração é determinada por comparação com uma curva 

padrão de glicose ou sacarose. Para expressar os resultados como amido, aplica-se o fator de 

conversão 0,9 para converter a massa de glicose em equivalente de amido, considerando que a 

unidade de glicose no amido está na forma anidra (sem a molécula de água que a glicose livre 

possui). 

A quantificação dos compostos fenólicos totais pode ser realizada por meio do método 

Folin-Ciocalteu (Fu et tal., 2010), que se baseia na reação dos fenólicos com o reagente Folin-

Ciocalteu, em um meio alcalino. Nessa reação, os compostos fenólicos transferem elétrons 

para o reagente, formando um complexo azul cuja intensidade é diretamente proporcional à 

concentração de fenólicos na amostra. A mudança na cor, que atinge absorbância máxima no 

comprimento de onda de 760 nm, é quantificada por espectrofotometria, permitindo a 

determinação dos compostos fenólicos totais por comparação com uma curva padrão, 

construída com soluções-padrão de ácido gálico com concentrações previamente conhecidas. 
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Em relação à atividade enzimática, esta pode ser detectada de forma mais intensa logo 

após o início da embebição das sementes. A determinação da atividade das enzimas do 

sistema antioxidativo em plantas segue etapas padronizadas que incluem a extração, 

preparação do meio de reação, leitura espectrofotométrica e cálculo da atividade específica. 

Inicialmente, é preparado um extrato enzimático bruto a partir de tecidos vegetais, como 

sementes, utilizando uma solução tampão enriquecida com agentes que auxiliam na 

estabilização das enzimas e na remoção de compostos que poderiam interferir nas análises 

(Buchanan et al., 2015; Taiz et al., 2017). O meio de reação é preparado de maneira específica 

para cada enzima, visando garantir condições ideais de pH, temperatura e disponibilidade de 

substratos. Esses meios contêm tampões apropriados e reagentes que participam diretamente 

da reação catalisada pela enzima-alvo, permitindo que sua atividade seja monitorada por 

espectrofotometria (Scopes, 2002). Em geral, a atividade enzimática é estimada a partir dos 

dados de absorbância, utilizando os coeficientes de extinção molar dos reagentes ou produtos 

e expressando os resultados em função da quantidade de proteína presente na amostra 

(Boeckx et al., 2017). 

2.7.3 Espectroscopia no infravermelho próximo (NIR) 

De maneira análoga à espectroscopia UV-Vis, é possível obter informações sobre os 

grupos funcionais presentes em uma amostra por meio da análise de seu espectro. Para isso, a 

amostra é exposta a diferentes comprimentos de onda, e a resposta espectral resultante é 

representada em um gráfico, indicando a quantidade de radiação absorvida em cada um deles. 

A espectroscopia no infravermelho próximo (NIR) tem se destacado devido a suas vantagens, 

como a rapidez na análise, alto rendimento, com preparação mínima ou nenhuma de amostra, 

permitindo a análise de sementes inteiras, e sem o uso de reagentes (Xia et al., 2019). Quando 

se trabalha com material sólido, como uma semente inteira, a absorbância é determinada de 

forma indireta, por meio da medição da reflexão da luz pela superfície da amostra. Uma 

técnica que pode ser utilizada para esse fim é a espectroscopia NIR por reflexão, onde é feita 

uma varredura espectral na amostra a fim de se obter os picos de refletância da amostra. Na 

espectroscopia de reflexão NIR, como a luz não atravessa diretamente a amostra, não se mede 

a transmitância (I/I0), mas sim a reflectância (R), que representa a fração da luz refletida pela 

superfície do material. Para aproximar essa relação com a absorbância tradicionalmente 

utilizada na espectroscopia de transmissão, aplica-se a transformação matemática log (1/R). 

Essa conversão permite que os dados de reflectância sejam analisados de forma semelhante à 

absorbância, facilitando a modelagem e a interpretação espectral (Norris, 2005). 
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Entre as tecnologias NIR mais utilizadas na literatura estão espectrômetros com 

Transformada de Fourier (FTIR). O espectrômetro emite radiação infravermelha de amplo 

espectro (780–2500 nm), que passa por um interferômetro, que divide e recombina os feixes 

de luz, e depois vai em direção a amostra e, após interagir com ela, a intensidade da luz 

refletida é lida no detector, como apresentado na Figura 2.7. A partir dos dados obtidos, uma 

transformada de Fourier é aplicada para gerar o espectro de absorção (Pavia et al., 2010).  

 

Figura 2.7 – Esquema dos principais componentes de um espectrofotômetro com 

Transformada de Fourier (FTIR). 

 

A espectroscopia NIR é baseada na absorção de radiação eletromagnética em 

comprimentos de onda na faixa de 780–2500 nm. Quando a frequência da radiação 

infravermelha corresponde à frequência natural de vibração de uma ligação química 

específica, a radiação é absorvida pela molécula (Pavia et al., 2010). A absorção se dá 

principalmente por ligações C-H, O-H e N-H presentes nos principais compostos (água, 

açúcares, proteínas, lipídios etc.) da amostra e uma pequena faixa de absorção pode ser 

definida para cada tipo de ligação (Agelete; Hurburgh, 2014; Xia et al., 2019). Considerando 

que cada molécula possui um padrão único de absorção no infravermelho, determinado por 

sua estrutura química, é possível inferir sobre a presença de grupos funcionais presentes em 

amostras. Essa identificação é feita por meio da comparação dos espectros obtidos com 

bancos de dados de referência, permitindo a caracterização dos componentes presentes na 

amostra. Embora a concentração de compostos químicos na amostra possa ser estimada a 

partir da absorbância, por meio de uma curva de calibração, neste estudo, a espectroscopia 
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NIR foi utilizada para análise qualitativa. A abordagem adotada baseou-se na identificação 

dos picos de absorção nos espectros obtidos, combinada à aplicação de modelos de 

classificação, visando detectar possíveis diferenças na composição química entre sementes 

claras e escuras de cedro-rosa. 

A heterogeneidade da superfície da semente inteira, aliada às variações no tamanho e 

formato, dificulta as análises, pois intensifica o espalhamento da luz durante as medições por 

NIR. A luz refletida incide em múltiplos ângulos (Figura 7), resultando em efeitos aditivos 

(deslocamento vertical) e multiplicativos (inclinação do espectro) em relação ao espectro de 

referência (Rinnan et al., 2009; Agelete; Hurburgh, 2014). Para mitigar esses efeitos, algumas 

transformações quimiométricas, que consistem na aplicação de métodos estatísticos e modelos 

matemáticos a dados de origem química (Ferreira et al., 1999), tem sido aplicada aos dados 

espectrais e se mostrado eficazes para minimizar os ruídos provenientes tanto das amostras 

quanto do equipamento. Esse pré-processamento dos dados antes da classificação contribui 

para realçar as características de interesse nos espectros e melhorar o desempenho do modelo 

de classificação (Rinnan et al., 2009). Entre os métodos de pré-processamento mais comuns 

estão o Multiplicative Scatter Correction (MSC), que ajusta os espectros com base em 

regressão em torno do espectro médio, e o Standard Normal Variate (SNV), que centraliza e 

padroniza os dados, reduzindo interferências instrumentais e amostrais (Dhanoa et al., 1994). 

Além desses, técnicas derivativas também são utilizadas: a primeira derivada remove a linha 

de base, e a segunda derivada, a linha de base e tendências lineares, embora alterem a forma 

espectral (Jonsson; Gabrielsson, 2009). O método de derivação proposto por Savitzky e Golay 

(1964) aplica uma etapa de suavização ao cálculo das derivadas espectrais por meio do ajuste 

polinomial em intervalos móveis, conhecidos como janelas. 

Estudos recentes que utilizam espectros de infravermelho combinados com 

abordagens quimiométricas, têm apresentado resultados promissores na classificação de 

sementes (Choi et al., 2016; Panero et al., 2022; Soares, 2024). Esses modelos permitem 

diferenciar lotes de sementes com base em características como deterioração, viabilidade e 

vigor. Neste estudo, o uso de um modelo de classificação foi feito com o objetivo de 

classificar as sementes de acordo com a cor e identificar o pico de absorção mais relevante 

para diferenciar sementes claras de sementes escuras. O método PLS-DA (Partial Least 

Squares Discriminant Analysis) é amplamente empregado na modelagem de dados espectrais 

de sementes. Trata-se de uma técnica de classificação supervisionada que possibilita a 

atribuição de amostras a classes específicas, utilizando os dados espectrais e a categorização 
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original dos lotes. Esse método é fundamentado na regressão multivariada por mínimos 

quadrados parciais (PLS) que usa os dados para criar variáveis latentes, as quais são usadas 

para prever os valores de resposta dos espectros (Wold et al., 2001).  

 Após a escolha do modelo, sua validação é etapa essencial no processo de 

modelagem, pois garante que ele seja aplicável à classificação de novas amostras, evitando 

previsões irreais ou superestimadas quanto à sua capacidade de classificar lotes futuros 

(Westad; Marini, 2015). O desempenho do modelo e sua capacidade preditiva podem ser 

avaliados por meio da validação com conjunto de teste, cuja eficiência é mensurada pela 

acurácia e pelo coeficiente kappa. Na validação com conjunto de teste, o modelo é calibrado 

utilizando um subconjunto dos dados (conjunto de treinamento) e, posteriormente, avaliado 

em um conjunto separado (conjunto de teste), que não foi utilizado durante o treinamento. 

Essa abordagem simula um cenário mais realista de previsão, garantindo que o modelo seja 

testado com dados verdadeiramente independentes (Mortensen et al., 2021). A acurácia é 

usada para avaliar modelos de classificação de aprendizado de máquina, representando a 

proporção de classificações corretas em relação ao total de observações analisadas com base 

nos valores reais (Manning et al., 2009). Já o coeficiente kappa, é um indicador estatístico que 

descreve o grau de concordância entre dois conjuntos de dados. Um valor kappa = 1 significa 

concordância perfeita, enquanto um valor kappa = 0 indica concordância equivalente ao acaso 

(Viera, 2005). 

2.7.4 Nitrogênio total pelo método de Kjeldahl 

O método de Kjeldahl (A.O.A.C, 1984) é uma técnica clássica utilizada para 

determinar o teor de nitrogênio total em amostras orgânicas, sendo amplamente empregada na 

estimativa de proteína total. O processo ocorre em três etapas principais: digestão, destilação e 

titulação (Figura 2.8). Na digestão, a amostra é aquecida com ácido sulfúrico (H₂SO₄) 

concentrado, geralmente na presença de um catalisador (como sulfato de cobre ou selênio) e 

sulfato de potássio, que eleva o ponto de ebulição da mistura. Durante essa etapa, o nitrogênio 

orgânico presente na amostra é convertido em íons amônio (NH₄⁺), formando sulfato de 

amônio (NH₄)₂SO₄ (Silva, 1990). A digestão é feita até que a solução fique límpida e incolor, 

indicando a completa decomposição da matéria orgânica. Na destilação, após a digestão, 

adiciona-se uma solução concentrada de hidróxido de sódio (NaOH) para tornar o meio 

alcalino, o que converte o íon amônio em amônia (NH₃). A amônia liberada é destilada e 

capturada em um frasco contendo uma solução padrão de ácido bórico ou ácido sulfúrico, 
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formando um sal de amônio. Por fim, a quantidade de amônia (e, consequentemente, de 

nitrogênio) capturada é determinada por meio de uma titulação. Para obter o teor de proteína, 

multiplica-se o nitrogênio total por um fator de conversão, geralmente 6,25, considerando que 

as proteínas contêm em média 16% de nitrogênio (Silva, 1990). 

 

Figura 2.8 – Etapas da quantificação de nitrogênio total pelo método de Kjeldahl. 

 

2.7.5 Extração de lipídios por Soxhlet 

A extração de óleo por solvente é um processo físico baseado na transferência de 

compostos lipossolúveis (óleos e gorduras) de uma matriz sólida (geralmente material vegetal 

ou animal) para um solvente orgânico em contato com essa matriz. O método clássico, 

desenvolvido por Soxhlet em 1879, ocorre em três etapas principais: a penetração do solvente 

no tecido da amostra; a formação de uma micela intracelular entre o solvente e os lipídios; e a 

difusão da micela para o meio externo (Brum et al., 2009). O solvente utilizado no processo, 

geralmente éter de petróleo, éter dietílico ou n-hexano, é aquecido até se volatilizar, sendo 

então condensado e direcionado continuamente sobre a amostra. Esse ciclo promove a 

solubilização e a remoção da fração lipídica. A gordura extraída é calculada por diferença de 

massa da amostra antes e após a extração (Soxhlet, 1879; Silva, 1990). 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

Neste capítulo, são descritos os materiais e os métodos utilizados para as análises 

físicas, anatômicas, bioquímicas e fisiológicas, de sementes claras e escuras de C. fissilis. 

 

3.1 Material vegetal 

O estudo foi conduzido com sementes de Cedrela fissilis Vell. coletadas no estado de 

São Paulo, Brasil, fornecidas pela Arbocenter. De acordo com o fornecedor, as sementes 

foram coletadas e beneficiadas em 2023, no amadurecimento dos frutos em diferentes árvores 

matrizes, com variabilidade genética, e as sementes apresentaram taxa de germinação inicial 

de 80%. As sementes foram adquiridas em 2024 e, até o momento das análises, estavam 

armazenadas em câmara fria (por um período de um ano) e foram utilizadas neste estudo 

devido à indisponibilidade de sementes recém-colhidas. Antes das avaliações, as alas foram 

removidas manualmente e as sementes foram classificadas visualmente em duas categorias de 

cor: claras e escuras (Figura 3.0). Essa classificação foi baseada nos tons mais contrastantes 

observados no lote original de sementes, e essas categorias foram consideradas os tratamentos 

experimentais. Portanto, sementes claras e escuras, sem alas, foram submetidas às avaliações 

descritas a seguir. 

 

Figura 3.0 - Variação de cor das sementes presentes no lote original. Sementes claras e 

escuras foram consideradas como tratamentos experimentais. Sementes de cores 

intermediárias não foram utilizadas neste estudo. 
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3.2 Qualidade física das sementes 

3.2.1 Biometria 

Para a avaliação biométrica, foram medidos o comprimento, a largura e a espessura de 

100 unidades de sementes de cada cor, escolhidas aleatoriamente do lote original. As 

dimensões foram obtidas com um paquímetro digital com precisão de 0,01 mm. 

3.2.2 Peso de mil sementes 

O peso de mil sementes foi determinado segundo as Regras para Análise de Sementes 

- RAS (Brasil, 2009), utilizando oito repetições de 100 sementes por tratamento, pesadas em 

balança analítica com precisão de 0,001 g. 

3.2.3 Grau de umidade 

O teor de umidade de cada tratamento foi determinado pelo método da estufa a 105 ± 

3 °C, durante 24 horas (Brasil, 2009). Foram utilizadas duas amostras de trabalho de 4,5 ± 0,5 

g cada, em cadinhos de 6 cm de diâmetro. As sementes foram pesadas em balança analítica 

com precisão de 0,001 g e secadas em estufa com circulação forçada de ar. Os resultados, 

expressos em porcentagem, foram calculados com base na massa úmida (Bu). 

3.2.4 Teste de raios X 

Para a realização do teste de raios X, o número de sementes por imagem e a distância 

focal foram previamente testados. A melhor combinação de tensão elétrica e tempo de 

exposição foi determinada usando a função “Automatic Exposure Control Toggle” do 

equipamento para calibração automática. As sementes foram colocadas de forma ordenada em 

papel adesivo para permitir a identificação individual e o posterior rastreamento no teste de 

germinação. Imagens radiográficas digitais foram geradas usando o equipamento de 

radiografia digital Faxitron, modelo MX-20 (Faxitron X-ray Corp., Wheeling, IL, EUA), 

configurado para 15,7 segundos de exposição à radiação, tensão elétrica de 26 quilovolts 

(kV). Após a aquisição das radiografias, as imagens foram avaliadas visualmente para 

quantificar a proporção de sementes cheias, vazias, danificadas por insetos e danificadas 

fisicamente de acordo com as Regras para Análise de Sementes - RAS (Brasil, 2009). 
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3.3 Anatomia das sementes 

As sementes de cada tratamento foram fixadas em FAA50 por 48 horas e então 

armazenadas em etanol 70% (v/v) (Johansen, 1940). Para obtenção de cortes histológicos, as 

sementes foram seccionadas em planos transversais com o auxílio de uma lâmina metálica e 

posteriormente embebidas em metacrilato (Historesin-Leica Biosystems Nussloch, 

Heidelberg, Alemanha), de acordo com as instruções do fabricante. Cortes transversais, com 

espessura de 8-10 µm, foram obtidos utilizando um micrótomo rotativo de avanço automático 

(Leica RM2155, Leica Microsystems Inc., Deerfield, EUA). Os cortes foram então corados 

com reagentes específicos para a detecção e localização dos compostos de interesse (Tabela 

3.0) e, posteriormente, montados em resina sintética (Permount®) para análise microscópica. 

Tabela 3.0 – Corantes histoquímicos utilizados, coloração esperada e respectivas 

metodologias. 

 

As lâminas foram analisadas e fotografadas em microscópio de luz (AX70 TRF, 

Olympus Optical, Tóquio, Japão), acoplado a uma câmera digital (Zeiss AxioCam HRc, 

Göttingen, Alemanha), utilizando o software Axio Vision para captura de imagens. A 

quantificação dos parâmetros anatômicos foi realizada utilizando o software de análise de 

imagens Image Pro-Plus (versão 4.5, Media Cybernetics, Silver Spring, EUA), considerando 

as seguintes variáveis: (i) espessura média do tegumento, do endosperma e dos cotilédones; e 

(ii) número de camadas celulares da região mediana do endosperma e dos cotilédones, além 

das extremidades do endosperma. 

Corante Coloração esperada Metodologia

Azul de toluidina

Mucilagens e paredes ricas em pectinas coram de roxo; paredes 

celulósicas coram de azul, e paredes lignificadas e fenólicos não 

estruturais coram de verde.

O'Brien et al., 1964

Xylidini Ponceau (XP) Cospos proteicos coram de vermelho vivo Vidal, 1970

Sudan III Lipídios coram de alaranjado Pearse, 1972

Floroglucina ácida Ligininas coram de rosa a vermelho Johansen, 1940

Lugol Grãos de amido coram de marrom, roxo ou negro Johansen, 1940
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3.4 Análise bioquímica das sementes  

3.4.2 Lipídios  

A extração de lipídios totais foi realizada de acordo com (Silva, 1990) em aparelho 

Soxhlet. Para cada repetição, foi utilizado 1 g de material em pó (massa seca) e hexano como 

solvente, durante 24 horas. O material foi previamente congelado, liofilizado, macerado e 

acondicionado em cartuchos de papel Germitest®. Foram utilizadas quatro repetições por 

tratamento. Após a extração, o solvente foi evaporado em estufa a 40 °C por 24 horas. A 

quantidade de lipídios foi calculada pela diferença de massa antes e após a extração e 

expressos como valores médios em porcentagem. 

3.4.1 Carboidratos 

Açúcares Solúveis Totais (AST): A quantificação dos açúcares solúveis totais foi 

realizada pelo método UV-ácido sulfúrico descrito por Albalasmeh et al., (2013), com 

modificações. Para isso, 100 mg de amostras de sementes desengorduradas, por repetição, 

foram colocadas em tubos Falcon e homogeneizadas com 4 mL de etanol a 80%. As amostras 

foram aquecidas a 70 °C por 1 hora, centrifugadas e o sobrenadante foi utilizado para 

quantificação. A absorbância foi medida em espectrofotômetro a 315 nm, em cubeta de 

quartzo, utilizando 40 µL do extrato alcoólico, 210 µL de água deionizada e 1,25 mL de 

H₂SO₄ concentrado. Os resultados foram expressos em g/100 g de massa seca. Todas as 

leituras de absorbância para a determinação dos carboidratos foram realizadas em um 

espectrofotômetro Thermo Scientific™ UV-Vis Genesys 105. 

Açúcares Redutores (AR): A quantificação dos açúcares redutores foi realizada de 

acordo com (Gonçalves et al., 2010), com modificações. Uma alíquota do extrato alcoólico, 

obtida previamente, foi homogeneizada com 500 µL da solução de DNS e incubada em 

banho-maria por 5 minutos. Após o resfriamento, foram adicionados 4 mL de água deionizada 

e a leitura foi realizada em espectrofotômetro a 540 nm, em cubeta de vidro. A quantificação 

dos açúcares não redutores foi realizada pela diferença entre os resultados de açúcares 

solúveis totais e açúcares redutores. Os resultados foram expressos em g/100 g de massa seca. 

Amido: A quantificação dos açúcares totais foi realizada pelo método UV-ácido 

sulfúrico descrito por (Albalasmeh et al., 2013), com modificações. O pellet foi lavado três 

vezes com 2 mL de álcool a 80%, seguido de banho-maria por 5 minutos a 70 °C e 
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centrifugação a 4000 rpm. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e as amostras foram 

colocadas em uma estufa por 24 horas a 45 °C. A massa de pellets de cada tubo foi pesada e 

homogeneizada com 4 ml de ácido sulfúrico concentrado. As amostras foram centrifugadas a 

4000 rpm por 5 minutos, e uma alíquota foi utilizada para a leitura da absorbância a 315 nm, 

em cubeta de quartzo. Para o cálculo do amido, um fator de correção de 0,9 foi utilizado para 

converter glicose livre em amido. Os resultados foram expressos em g/100 g de massa seca. 

3.4.3 Proteínas totais 

Foi realizada utilizando o método Semi-micro de Kjeldahl de acordo com Silva 

(1990). O material foi previamente congelado, liofilizado e, para cada repetição, 0,2 g (massa 

seca) de sementes foram colocados em tubos de ensaios juntamente com 1 g de mistura 

digestora, composta por sulfato de sódio (200 g), sulfato de cobre (20 g) e selênio (2 g), e 5 

mL de ácido sulfúrico concentrado. As amostras foram digeridas em bloco digestor, a 150° C, 

por 1 hora, seguida por 300° C, por mais 6 horas. Após a digestão, com a solução fria, 

adicionou-se 10 mL de água destilada. Em seguida, adicionou-se 10 mL de hidróxido de sódio 

(50%) procedendo-se a destilação. O destilado foi coletado em Erlenmeyer (75 mL), contendo 

10 mL de solução indicadora composta por ácido bórico a 2% e indicador misto (verde de 

bromecresol e vermelho de metila a 0,1% em álcool etílico). A titulação foi realizada 

utilizando solução de ácido clorídrico 0,02 N. O teor de proteínas foi estimado através do 

fator de 6,25 (Silva, 1990). Os teores foram expressos em g. 100 g-1 de matéria seca. 

3.4.3 Compostos fenólicos totais (CFT) 

A determinação dos compostos fenólicos totais foi realizada pelo método GAE, de 

acordo com Fu et al., (2010), com modificações. Amostras de 0,5 g de sementes trituradas, 

por repetição, foram homogeneizadas com 10 mL de solução extratora composta por metanol, 

ácido acético e água deionizada, utilizando politron. Em seguida, as amostras foram filtradas 

em papel-filtro, transferidas para tubos Falcon e centrifugadas por 5 minutos a 4.000 rpm. 

Uma alíquota de 200 µL do sobrenadante, previamente diluído, foi adicionada a 1.000 µL da 

solução de Folin-Ciocalteu (1:10) e 800 µL da solução de carbonato de sódio a 7,5%. Após 

incubação no escuro por 30 minutos, em temperatura ambiente, a leitura da absorbância foi 

realizada em espectrofotômetro a 760 nm, em cubeta de quartzo. A quantificação foi baseada 

em curva padrão de ácido gálico. 
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3.4.4 Atividade de enzimas do sistema antioxidativo 

Sementes de cada tratamento foram embebidas em papel Germitest por 0, 24, 48, 72 e 

96 horas para ativar o metabolismo e avaliar a cinética da atividade enzimática durante a 

germinação. Em seguida, as sementes foram congeladas a -80 °C, liofilizadas e maceradas. 

Para a obtenção do extrato enzimático, 200 mg de sementes macerada foram homogeneizados 

em 1,8 mL de meio de extração, composto por tampão fosfato de potássio 0,1 M (pH 6,8), 

EDTA 0,1 mM, fluoreto de fenilmetilsulfonila 1 mM e polivinilpolipirrolidona (PVPP) 1% 

(p/v), conforme Peixoto et al., (1999). A mistura foi centrifugada a 14.000 rpm por 15 

minutos a 4 °C, e o sobrenadante coletado. Todas as leituras de absorbância para a 

determinação das atividades enzimáticas foram realizadas em um espectrofotômetro Thermo 

Scientific™ UV-Vis Genesys 105. 

Superóxido dismutase (SOD): A atividade da SOD foi avaliada pela combinação de 30 

µL de extrato enzimático com 2,97 mL de meio de reação, composto por tampão fosfato de 

sódio 50 mM (pH 7,8), contendo 13 mM de metionina, 2 µM de riboflavina, 75 µM de p-nitro 

azul de tetrazólio (NBT) e 0,1 mM de EDTA (Del Longo et al., 1993). Após a preparação do 

meio em sala escura, os tubos contendo as amostras foram colocados em uma câmara de 

reação iluminada por 15 minutos. A atividade enzimática foi medida a partir da absorbância a 

560 nm, quantificando a formação de formazan azul devido à fotorredução do NBT, e 

expressa como a quantidade necessária para inibir 50% da fotorredução do NBT (Beauchamp; 

Fridovich, 1971). 

Ascorbato peroxidase (APX): A atividade da APX foi determinada segundo  

Ramalheiro (2009), com modificações. Foram adicionados 100 µL de extrato enzimático 

bruto a 2,90 mL de solução de reação, composta por tampão fosfato de potássio 50 mM (pH 

7,8), suplementado com ácido ascórbico 0,25 mM, EDTA 0,1 mM e H₂O₂ 0,3 mM. O 

espectrofotômetro foi zerado com o meio de reação, e a absorbância das amostras foi lida no 

comprimento de onda de 290 nm, durante 2 minutos, em cubeta de quartzo. A absorbância foi 

calculada a partir da diminuição durante a leitura (ΔAbs/min), e a atividade enzimática foi 

expressa em nmol min⁻¹ mg⁻¹ de proteína, utilizando um coeficiente de extinção molar de 2,8 

mM⁻¹ cm⁻¹ (Nakano; Asada, 1981). 

Peroxidase (POX): A atividade da POX foi determinada de acordo com (Kar; Mishra, 

1976), adicionando-se 100 µL de extrato enzimático bruto a 2,90 mL de solução de reação, 
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composta por tampão fosfato de potássio 25 mM (pH 6,8), juntamente com 20 mM de 

guaiacol e 20 mM de H2O2. O espectrofotômetro foi zerado com o meio de reação, e a 

absorbância das amostras foi lida no comprimento de onda de 420 nm, durante 2 minutos, em 

cubeta de vidro. O aumento da absorbância foi calculado em um minuto (ΔAbs/min), e a 

atividade enzimática foi expressa em µmol min⁻¹ mg⁻¹ de proteína, utilizando um coeficiente 

de extinção molar de 26,6 mM⁻¹ cm⁻¹ (Chance; Maehly, 1955). 

Catalase (CAT): Uma alíquota de 100 µL do extrato enzimático foi adicionada em 

2,90 mL de solução de reação, composta por tampão fosfato de potássio 50 mM (pH 7,0), 

suplementado com 12,5 mM de H2O2 (Havir e McHale, 1987). O espectrofotômetro foi 

zerado com o meio de reação, e a absorbância das amostras foi lida no comprimento de onda 

de 240 nm, por 2 minutos, em cubeta de quartzo. A atividade enzimática foi calculada com 

base na inclinação da linha de absorbância (ΔAbs/min), e os resultados foram expressos em 

µmol min⁻¹ mg⁻¹ de proteína, utilizando o coeficiente de extinção molar de 36 M⁻¹ cm⁻¹ 

(Anderson et al., 1995). 

Proteína solúvel: A concentração de proteína solúvel nos extratos enzimáticos, 

utilizados para a quantificação da atividade enzimática, foi determinada pelo método de 

Bradford (1976), utilizando albumina sérica bovina (BSA) como padrão. Para a análise, 100 

µL do extrato enzimático, previamente diluído, foram misturados a 1 mL do reagente de 

Bradford. A mistura foi homogeneizada e incubada por 20 minutos, seguida da leitura da 

absorbância a 595 nm. 

3.4.5 Espectroscopia no infravermelho próximo (NIR) 

Leituras espectrais foram conduzidas individualmente em 100 sementes de cada 

tratamento (grau de umidade: ~ 9%), totalizando 200 espectros para análise. Cada espectro foi 

obtido na faixa entre 1.000 e 2.500 nm, utilizando o espectrômetro no infravermelho próximo 

com transformada de Fourier (Antaris II FT-NIR Analyzer; Thermo Scientific) no modo de 

reflectância log (1/R). Cada semente foi colocada diretamente na saída da fonte infravermelha 

do dispositivo e, em seguida, coberta com a tampa do instrumento. Para cada leitura, o 

espectrômetro realizou 32 varreduras, registrando a média dos valores com uma resolução de 

4 cm⁻¹. Após a obtenção dos espectros, as sementes foram colocadas de forma ordenada em 

papel adesivo para permitir a identificação individual e o posterior rastreamento no teste de 

raios X e no teste de germinação. 
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3.5 Qualidade fisiológica das sementes 

3.5.1 Teste de germinação  

O teste de germinação foi conduzido conforme as diretrizes estabelecidas por Brasil 

(2009) utilizando quatro repetições de 25 sementes, por tratamento. As sementes foram 

previamente desinfetadas em solução comercial de hipoclorito de sódio a 1%, por um período 

de 3 minutos e, posteriormente, enxaguadas com água deionizada. As sementes foram 

dispostas sobre duas folhas de papel Germitest®. Foi borrifada sobre elas uma solução de 

Captan (1,5%) antes de cobrir com uma terceira folha. O papel foi previamente umedecido 

com água deionizada em volume 2,5 vezes o peso seco do papel. Foram confeccionados rolos 

que foram mantidos em saco plástico em câmara de germinação tipo BOD com temperatura 

controlada a 25 °C, e fotoperíodo de 12 horas por 21 dias.  

A partir dos dados obtidos no teste de germinação, foram calculados índices de vigor, 

como tempo médio de germinação (TmG), coeficiente de variação do tempo de germinação 

(CVt), taxa média de germinação (TMG), incerteza (I) e sincronia (S), de acordo com Ranal 

et al. (2009). Também foi avaliada a formação de plântulas normais na primeira contagem, 

realizada 14 dias após a instalação do teste, e na última, aos 21 dias. Foram consideradas 

plântulas normais aquelas que apresentavam sistema radicular, hipocótilo e cotilédones bem 

desenvolvidos, além de gema apical em desenvolvimento. Plântulas com até 50% de danos 

nos cotilédones também foram classificadas como normais. O índice de velocidade de 

emergência (IVE) foi calculado de acordo com (Maguire, 1962). 

 

3.5.2 Curva de embebição 

A curva de embebição foi determinada a partir da massa inicial de três repetições de 

25 sementes de cada tratamento. Após a determinação da massa das sementes, foram adotados 

os mesmos procedimentos utilizados na montagem do teste de germinação. O monitoramento 

da massa das sementes foi conduzido ao longo de 11 dias (264 horas), com maior densidade 

de pontos nas primeiras 12 horas, em intervalos curtos (1 a 3 horas). Após esse período, uma 

nova pesagem foi realizada às 24 horas. Entre 24 e 168 horas, as pesagens ocorreram em 

intervalos regulares de 24 horas. Por fim, os últimos pontos foram obtidos a cada 48 horas, 

abrangendo os períodos de 168 a 264 horas. Imediatamente antes da obtenção da massa, as 

sementes eram removidas dos rolos e secas superficialmente com o auxílio de papel-toalha. O 
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teor de água das sementes (%) foi calculado em relação à massa inicial e massa úmida das 

sementes, de cada tratamento, nos diferentes intervalos de acordo com a equação 3.0. 

𝐶𝑜𝑛𝑡𝑒ú𝑑𝑜 𝑑𝑒 á𝑔𝑢𝑎 (%) =  
𝑀𝑓 − 𝑀𝑖

𝑀𝑖
 × 100,          (3.0) 

onde, Mi é a massa inicial das sementes; e Mf é a massa final das sementes em cada intervalo. 

Além da análise visual, um modelo matemático foi criado com o objetivo de 

quantificar os parâmetros da curva de embebição. A dinâmica de absorção de água pelas 

sementes é classicamente descrita como um processo trifásico, caracterizado por uma rápida 

absorção inicial de água (Fase I), um período de equilíbrio dinâmico dos fluxos hídricos (Fase 

II) e um novo aumento de absorção associado ao aumento de solutos na fase II e à protrusão 

da radícula (Fase III) (Bewley; Black, 1978; 1994), no qual a difusão da água através do 

tegumento e dos tecidos internos é o fenômeno determinante. Modelos teóricos baseados nas 

soluções de equações diferenciais de difusão indicam que a absorção segue padrões 

matemáticos de natureza exponencial (Leopold 1983; Finch-Savage et al., 2005; Meyer et al., 

2007; Irving; Zhang, 2021). Desse modo, a escolha de uma função exponencial dupla para 

representar a curva de embebição não é apenas empírica, mas fundamentada em princípios 

físicos que descrevem a penetração da água em sistemas biológicos (Leopold, 1983; Louf et 

al., 2018; Irving; Zhang, 2021; Moret-Fernández et al., 2024). A equação (3.1) representa o 

modelo proposto: 

𝐶𝑜𝑛𝑡𝑒ú𝑑𝑜 𝑑𝑒 á𝑔𝑢𝑎 (%) = 𝑤(1 − 𝑒−𝑘𝑡)𝑛 + 𝑒𝑙(𝑡+ (𝑡𝐼𝐼𝐼−𝑡𝐼𝐼)),          (3.1) 

onde o parâmetro w representa a quantidade máxima de absorção de água na segunda fase (%, 

grama), k e l (𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟çã𝑜 ℎ)⁄  descrevem as taxas de absorção iniciais e finais relacionadas às 

Fases I e III, respectivamente, n é um parâmetro adimensional, associado à resistência interna 

oferecida a entrada da água a medida que a semente enche de água, e tIII (horas) corresponde 

ao instante de tempo em que se inicia a Fase III, marcado pela protrusão da radícula. Este 

parâmetro é determinado empiricamente como o momento em que a primeira radícula é 

observada emergindo do tegumento da semente. O período de duração da Fase II (a) é, 

portanto, calculado pela diferença entre o instante tIII e o tempo em que a Fase I atinge a 

saturação tII (horas) (quando a variação na absorção de água se torna menor que 1%). As 

grandezas w, n, tII e tIII são parâmetros de entrada que devem ser fornecidos para o ajuste do 

modelo, sendo que w, tII e tIII são obtidos diretamente da curva de embebição; n é um 

parâmetro que deve ser testado até a obtenção do melhor ajuste. 
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A taxa de embebição total (J) (ou velocidade de embebição) é obtida fazendo a 

derivada temporal da equação 3.1 expressa pela equação (3.2): 

𝐽(%/ℎ)  =  
𝑑

𝑑𝑡
[𝑤(1 − 𝑒−𝑘𝑡)𝑛  +  𝑒𝑙(𝑡 + (𝑡𝐼𝐼 − 𝑡𝐼𝐼𝐼

))]

=  𝑤𝑛𝑘𝑒−𝑘𝑡(1 −  𝑒−𝑘𝑡)𝑛 − 1 + 𝑙𝑒𝑙(𝑡 + (𝑡𝐼𝐼 − 𝑡𝐼𝐼𝐼  )).         (3.2) 

Além de descrever o padrão trifásico de forma realista, a formulação do modelo em 

termos exponenciais possibilita a realização de análise dimensional, permitindo interpretar 

biologicamente cada parâmetro. Isso significa que cada ajuste gera não apenas um bom 

coeficiente de determinação, mas também informações fisiológicas e físicas do processo, 

como permeabilidade, capacidade de reativação metabólica e eficiência de protrusão da 

radícula. Modelos alternativos, como polinomiais de ordem superior (Zuchi et al., 2012, 

Pimenta et al., 2014; Araujo et al., 2018), embora úteis para ajustes numéricos, não permitem 

inferir diretamente os mecanismos de difusão envolvidos. Irving; Zhang (2021) propuseram 

um modelo baseado em três exponenciais para descrever a embebição de sementes sob 

estresse hídrico e salino. Além do modelo representado pela equação (3.1) ser mais compacto 

e representativo, ele possibilita associar a duração da fase II ao ajuste e inferir sobre a cinética 

de embebição das sementes, com estimativa da resistência anatômica à entrada de água (n) e 

das taxas de embebição (𝑘(𝑛) e l), uma vez que a interpretação de 𝑘 é determinada 

conjuntamente pelo valor de n. Um valor de n < 1 indica uma absorção de água imediata e 

super-rápida (baixa resistência), o que pode caracterizar sementes com tegumento poroso, 

danificado ou com vias de entrada preferenciais. O valor n = 1 descreve uma absorção 

exponencial padrão, típica de um meio homogêneo que oferece resistência constante à água. 

Um valor n > 1 revela uma curva sigmóide, sinalizando uma alta resistência inicial, na qual 

barreiras anatômicas como um tegumento espesso ou hidrofóbico precisam ser primeiro 

umedecidas e superadas antes que a taxa de absorção acelere.  

A equação (3.1) foi empregada para estimar os parâmetros da curva de embebição, 

posteriormente utilizados no cálculo da equação (3.2) para determinação da taxa total de 

embebição. As análises foram realizadas no software OriginPro 8.5. 
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3.5.3 Teste de condutividade elétrica 

O teste de condutividade elétrica foi realizado com quatro repetições de 25 sementes 

de C. fissilis por tratamento. Cada repetição foi pesada em balança analítica com precisão de 

0,001 g e imersa em 75 mL de água destilada, permanecendo em câmara de germinação BOD 

a 25 °C por 24 horas (Vieira; Krzyzanowski, 1999). Após esse período, a condutividade 

elétrica da solução foi medida utilizando um condutivímetro MICRONAL (modelo B 330). O 

valor obtido foi dividido pelo peso das sementes, e os resultados foram expressos como 

valores médios em μS cm⁻¹ g⁻¹ de sementes. 

 

3.6 Análise estatística 

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, e as análises 

estatísticas foram realizadas no software R (R Core Team, 2025). A avaliação da germinação 

foi realizada por meio da análise de sobrevivência, empregando-se o estimador não 

paramétrico de Kaplan-Meier para estimar a função de sobrevivência, visando determinar a 

probabilidade de falha (germinação) ao longo do tempo (Mamani et al., 2024). A função de 

sobrevivência é descrita pela seguinte equação: 

 

𝑆(𝑡) = 𝑃(𝑇 > 𝑡), 𝑡0,          (3.3) 

 

onde S(t) é a probabilidade de que a observação sobreviva (não germine) até um tempo t, o 

que significa que ela não falha. 

Para determinar a probabilidade de falha (germinação), a função é descrita como: 

𝐹(𝑡) = 1 − 𝑆(𝑡),          (3.4) 

 

onde F(t) é a função de distribuição cumulativa que indica a probabilidade de uma falha 

(germinação) ocorrer em um determinado momento t. 

Foram traçados gráficos com as curvas de germinação derivadas da função de 

distribuição cumulativa com base nas funções estimadas de sobrevivência das sementes. Para 

comparar as curvas de germinação, utilizou-se o teste não paramétrico Log-rank (Mantel, 

1966) e Wilcoxon (Gehan, 1965) com nível de significância de 5%.  
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Os dados espectrais foram submetidos a pré-processamento quimiométrico utilizando 

os métodos de Variável Normal Padrão (SNV), Correção de Espalhamento Multiplicativo 

(MSC) e derivadas de Savitzky-Golay (SG) de primeira e segunda ordem. Dados espectrais 

brutos e pré-processados foram utilizados para treinar o modelo de classificação baseado na 

Análise Discriminante por Mínimos Quadrados Parciais (PLS-DA). Para tanto, 70% dos 

dados foram utilizados para treinamento (calibração) e os 30% restantes para teste 

(validação). O desempenho do modelo foi avaliado por meio da análise da acurácia e do 

coeficiente kappa, calculados para os conjuntos de dados de treinamento e teste, de acordo 

com as equações 3.5 e 3.6. 

𝐴𝑐𝑢𝑟𝑎𝑐𝑦 =  
𝑇𝑃 + 𝑇𝑁

𝑇𝑃 + 𝑇𝑁 + 𝐹𝑃 + 𝐹𝑁
 ,          (3.5)         

 

𝐾𝑎𝑝𝑝𝑎 𝐶𝑜𝑒𝑓𝑖𝑐𝑖𝑒𝑛𝑡 =  
(𝑃𝑜 − 𝑃𝑒)

(1 − 𝑃𝑒)
 ,          (3.6) 

onde TP representa os verdadeiros positivos, TN, os verdadeiros negativos, FP, os falsos 

positivos, FN, os falsos negativos, Po, a proporção de concordância observada, e Pe, a 

proporção de concordância esperada. 

 

A acurácia, uma métrica amplamente usada em modelos de classificação de 

aprendizado de máquina, representa a proporção de previsões corretas em relação aos valores 

de classe reais (Manning et al., 2009). Como uma medida de validação complementar, o 

coeficiente kappa foi calculado para avaliar o grau de concordância entre as classificações 

previstas e observadas. Um valor kappa de 1 indica concordância perfeita, enquanto valores 

próximos de 0 sugerem concordância aleatória (Viera; Garrett, 2005). 

Os demais dados foram submetidos ao teste t de Student, adotando-se um nível de 

significância de 5%. As condições de normalidade e homogeneidade de variâncias dos 

resíduos foram verificadas e devidamente atendidas. Adicionalmente, realizou-se a análise de 

componentes principais (ACP) no software STATISTICA 12, com o objetivo de avaliar a 

discriminação entre os tratamentos e a estrutura de variância das variáveis analisadas. Para 

essa análise, foram utilizados os dados de atividade enzimática referentes às 72 horas de 

embebição, período correspondente ao início da fase II da germinação, quando ocorre o pico 

de absorção de água e intensificação do metabolismo celular, incluindo a atuação do sistema 

antioxidativo. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Nesse capítulo, são apresentados e discutidos os resultados das análises físicas, 

anatômicas, bioquímicas e fisiológicas de sementes claras e escuras de C. fissilis. 

 

4.1 Qualidade física das sementes 

De acordo com os dados biométricos, as sementes escuras foram, em média, mais 

longas e espessas do que as sementes claras (Tabela 4.0). Diferenças significativas na largura 

entre os dois grupos não foi observada. Durante a maturação, as sementes crescem até atingir 

o tamanho característico da espécie, embora variações possam ocorrer em função de fatores 

ambientais e da variabilidade genética (Carvalho; Nakagawa, 2000). Ao final desse processo, 

há perda de água e uma leve redução no volume das sementes (Marcos-Filho, 2005). O maior 

tamanho observado nas sementes escuras pode indicar um desenvolvimento completo ou até 

mesmo prolongado, seja por um início mais precoce ou por uma fase de maturação estendida. 

De acordo com (Carvalho; Nakagawa, 1983), sementes maiores geralmente foram melhor 

nutridas durante o desenvolvimento, o que favorece o acúmulo de reservas e resulta em maior 

vigor. Essa relação entre tamanho e vigor tem sido observada em sementes de jambo-

vermelho e cedro-rosa (Costa et al., 2006; Pereira et al., 2017). 

Tabela 4.0 – Média e desvio padrão (DP) de parâmetros biométricos de sementes claras e 

escuras de C. fissilis. Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste t de 

Student a 5% de probabilidade. 

 

O grau de umidade das sementes claras e escuras, no momento da realização dos 

experimentos, encontrava-se próximo aos 9% (Tabela 4.1). Sementes escuras apresentaram, 

em média, maior massa do que sementes claras, conforme demonstrado pelo peso de mil 

sementes, sendo necessárias menos sementes escuras para obter 1 kg de sementes em 

comparação às sementes claras. 

 

 

 

Biometria

Sementes Mean SD Mean SD Mean SD

Claras 12.64 b 1.12 5.91 a 0.53 1.61 b 0.21

Escuras 12.98 a 1.17 5.98 a 0.60 1.69 a 0.28

Comprimento (mm) Largura (mm) Espessura (mm)
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Tabela 4.1 – Grau de umidade e peso de mil sementes claras e escuras de C. fissilis. Médias 

seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste t de Student a 5% de probabilidade. 

 

A partir das radiografias obtidas no teste de raios X, foram identificadas três sementes 

fisicamente danificadas (Figuras 4.0B e C), das quais duas eram escuras e uma era clara, além 

de uma semente escura com uma estrutura não identificada (Figura 4.0D). Sementes com 

esses padrões de imagem não germinaram. Esse resultado é corroborado pelo trabalho de 

Masetto et al. (2008), que constatou que o teste de raios X é eficiente na detecção de danos 

em sementes de cedro-rosa e que esses danos afetam negativamente a germinação, reduzindo 

a qualidade do lote. No entanto, a maior parte das sementes claras (99%) e escuras (97%) 

foram classificadas como cheia (Figura 4.0A), e muitas delas não germinaram. Logo, neste 

estudo, a integridade da morfologia interna das sementes demonstrou não ser uma variável 

muito explicativa para o resultado do teste de germinação. 

 

Figura 4.0 – Sementes de C.fissilis classificadas por análise de imagem radiográfica: (A) - 

semente cheia (semente contendo todos os tecidos essenciais para germinação); (B) e (C) - 

sementes danificadas fisicamente (sementes trincadas ou manchadas); (D) - semente com 

estrutura não identificada. 

 

Semente Grau de umidade (%) Peso de mil sementes (g) Nº sementes/Kg

Clara 9.30 63,94 b 15639

Escura 9,48 65,43 a 15284
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4.2 Anatomia das sementes 

A análise por microscopia de luz de cortes transversais corados com azul de toluidina 

permitiu a visualização da estrutura anatômica interna das sementes de C. fissilis, composta 

pelo tegumento, endosperma e cotilédones (Figura 4.1A-B). Em muitas sementes claras e 

escuras, foi possível observar, na extremidade do tegumento, a presença de feixes vasculares 

bem diferenciados, com elementos de xilema e floema (Figura 4.1C-D). A região mais 

externa do tegumento é composta por células colapsadas, seguidas por uma camada de células 

contendo cristais. Em seguida, observa-se a presença de células maiores e, mais próximas ao 

endosperma, uma nova camada de células menores, também com cristais. A presença desses 

cristais no tegumento é evidenciada na Figura 4.2, obtida por microscopia com luz polarizada. 

O início do endosperma é delimitado por uma linha espessa de coloração arroxeada, 

possivelmente composta por células colapsadas ou por camadas acelulares, resultantes da 

deposição de substâncias (Figura 4.1E-F). Na porção mais interna das sementes estão os dois 

cotilédones, representados com maior detalhe na Figura 4.1G. 

 

Figura 4.1 - Corte transversal de sementes de C. fissilis corado com azul de toluidina. 

Semente clara (A), t: tegumento, e: endosperma, c: cotilédones, quadrados indicam as regiões 

em que foram medidas as espessuras e quantificado o número de camadas celulares dos 

tecidos; Semente escura (B); Extremidades semente clara (C, D), fv: feixes vasculares; 

Tegumento semente clara (E); Tegumento semente escura (F); Cotilédone semente escura 

(G). Barras: 1000 µm (A, B), 200 µm (C, D), 100 µm (E-G). 
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Figura 4.2 – Cortes transversais de sementes de C. fissilis em luz polarizada. Sementes claras 

(A, B, E); C e D sementes escuras (C, D, F, G). Barras: 1000 µm (A-D), 400 µm (E-G). 

 

A espessura média do tegumento, endosperma e cotilédones foi estatisticamente 

semelhante entre sementes claras e escuras (p > 0,05), conforme apresentado na Figura 4.3. 

De forma geral, os cotilédones apresentaram espessura média em torno de 670 µm, sendo 

mais espessos do que o tecido endospérmico, que apresenta espessura média próxima de 400 

µm. O tegumento, por sua vez, é o tecido mais fino, com espessura média em torno de 130 

µm.

Figura 4.3 – Espessura média do tegumento (A), endosperma (B) e cotilédones (C) de 

sementes claras e escuras de C. fissilis. Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si 

pelo teste t de Student a 5% de probabilidade. As barras representam o erro padrão da média. 

 

O número de camadas celulares do endosperma, cotilédones e das extremidades foi 

estatisticamente semelhante entre sementes claras e escuras (p > 0,05), conforme apresentado 

na Figura 4.4. 
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Figura 4.4 – Número médio de camadas de células do endosperma (A), cotilédones (B) e das 

extremidades (C) de sementes claras e escuras de C. fissilis. Médias seguidas pela mesma 

letra não diferem entre si pelo teste t de Student a 5% de probabilidade. As barras representam 

o erro padrão da média. 

 

De acordo com o teste histoquímico realizado com o reagente XP, observou-se uma 

alta presença de proteínas nas sementes de cedro-rosa, detectadas no tegumento, endosperma 

e cotilédones (Figura 4.5). Nas sementes de coloração clara, os corpos proteicos na região do 

endosperma aparentaram ser menos estruturados ou de menor tamanho (Figura 4.5B-C), 

enquanto nas sementes escuras, observam-se corpos proteicos bem definidos, inclusive na 

região do endosperma (Figura 4.5E-F), indicando possíveis diferenças quantitativas no teor de 

proteína entre os tratamentos. De acordo com o teste histoquímico realizado com o reagente 

Sudan III, lipídios foram detectados principalmente entre células do endosperma de sementes 

claras e escuras (Figura 4.5H). A Figura 4.5I apresenta o resultado do teste histoquímico com 

ácido floroglucina, utilizado para a detecção de lignina, a qual foi observada apenas nos vasos 

do xilema localizados em uma das extremidades do tegumento, tanto nas sementes claras 

quanto nas escuras. Durante o desenvolvimento, as sementes estabelecem um sistema vascular 

especializado responsável pelo transporte de água e nutrientes da planta-mãe para os tecidos 

embrionários em desenvolvimento. Em espécies da família Meliaceae, esse sistema pode 

incluir feixes vasculares bem desenvolvidos que atravessam o tegumento e, mesmo após a 

maturação, podem permanecer dentro da semente, contribuindo para sua proteção contra 

danos mecânicos e estressores externos (Boesewinkel; Bouman, 1984). De acordo com o teste 

histoquímico realizado com o reagente lugol, a presença de amido foi pouco expressiva e de 

difícil visualização. Por esse motivo, as imagens correspondentes não foram apresentadas. 
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Figura 4.5 – Histoquímica XP, para detecção de proteínas (A-G). Corte transversal de 

semente clara de C. fissilis (A); Região do endosperma logo abaixo do tegumento em semente 

clara (B) e maior detalhe (C); Região do cotilédone em semente clara (D); Região do 

endosperma logo abaixo do tegumento em semente escura (E) e maior detalhe (F); Região do 

cotilédone em semente escura (G). Histoquímica com Sudan III para lipídios detectados 

principalmente entre células do endosperma (H). Histoquímica com floroglucina ácida para 

lignina detectada nos vasos do xilema presentes na extremidade do tegumento (I). Barras: 

1000 µm (A); 100 µm (B-I). 

 

4.3 Bioquímica das sementes 

De acordo com os resultados obtidos na análise bioquímica de carboidratos, as 

sementes claras e escuras de C. fissilis apresentaram níveis semelhantes de açúcares solúveis 

totais, açúcares não redutores e amido (Figuras 4.6A, C e D). No entanto, foi observada 

diferença significativa no teor de açúcares redutores (Figura 6B). 



57 

 

 

 

Figura 4.6 - Carboidratos em sementes claras e escuras de C. fissilis. Açúcares solúveis totais 

(A); Açúcares redutores (B); Açúcares não redutores (C); Amido (D). Médias seguidas pela 

mesma letra não diferem entre si pelo teste t de Student a 5% de probabilidade. As barras 

representam o erro padrão da média. 

 

Na fase final de maturação das sementes, ocorre diminuição dos açúcares redutores e 

aumento na concentração de açúcares não redutores, como a sacarose e os oligossacarídeos da 

família da rafinose, que contribuem para a estabilização de membranas e macromoléculas, 

protegendo as estruturas celulares dos danos causados pela perda de água durante a 

dessecação nesta fase (Koster; Leopold, 1988; Hoekstra et al., 2001; Groot, 2022). Portanto, 

os resultados encontrados possivelmente indicam que sementes de coloração clara não 

completaram o processo de maturação adequadamente. Por outro lado, o acúmulo anormal 

desses compostos também pode refletir processos de deterioração fisiológica, associados à 

degradação de polissacarídeos e ao estresse oxidativo celular. Além disso, esses açúcares 

participam da reação de Amadori, um processo não enzimático que ocorre entre os grupos 

carbonila dos açúcares redutores e os grupos amino das proteínas, levando à formação de 

compostos intermediários estáveis, que podem comprometer a integridade das proteínas 

(Marcos-Filho, 2005). Assim, o maior teor de açúcares redutores observado em sementes de 

coloração clara pode estar relacionado a um processo de maturação incompleto ou representar 

um indício precoce de deterioração das sementes. 
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Sementes claras e escuras de C. fissilis apresentaram teor de óleo semelhante, com 

valores médios em torno de 33% (Figura 4.7A). Por outro lado, sementes escuras 

apresentaram maior teor de proteína total (Figura 4.7B), corroborando o resultado do teste 

histoquímico para detecção de proteínas. Silva et al. (2020), em um estudo com sementes de 

C. fissilis, observaram que a diminuição do teor de proteína total durante o armazenamento é 

prejudicial à germinação e ao vigor das sementes dessa espécie. Estudos conduzidos com 

sementes de grandes culturas, como trigo e milho, demonstraram que o teor de proteína é um 

determinante fundamental do vigor das plântulas (Ries; Everson, 1973; Wen et al., 2018). 

Ries e Everson (1973) mostraram que, independentemente do genótipo ou das condições 

ambientais, sementes com maior teor de proteína produzem mudas mais vigorosas. 

 

Figura 4.7 – Teor de óleo (A) e teor de proteína total (B) em sementes claras e escuras de C. 

fissilis. Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste t de Student a 5% de 

probabilidade. As barras representam o erro padrão da média. 

 

Maior conteúdo de compostos fenólicos totais foi detectado nas sementes claras 

(Figura 4.8). Embora uma relação inversa tenha sido relatada em sementes de ervilha 

(Troszynska; Ciska, 2002; Stanisavljeviÿ et al., 2015) e linhaça (Abtahi; Mirlohi, 2024), 

resultado semelhante foi observado em sementes de cártamo, nas quais as brancas exibiram 

maior teor de compostos fenólicos em comparação às marrons (Li et al., 2023). Tal resultado 

pode estar relacionado ao menor grau de polimerização ou oxidação dos compostos fenólicos 

nas sementes claras, permanecendo em formas solúveis que facilitam sua extração e 

quantificação. Em contraste, nas sementes escuras, é provável que esses compostos tenham 

sofrido maior polimerização ou oxidação, formando produtos insolúveis que contribuem para 

o escurecimento do tegumento. Os compostos fenólicos representam uma classe ampla de 

metabólitos especializados derivados principalmente da via dos fenilpropanoides e incluem 
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flavonoides, ácidos fenólicos, estilbenos e cumarinas. Nas sementes, os compostos fenólicos 

localizam-se principalmente no tegumento, cuja coloração é influenciada tanto pela 

concentração quanto pelo tipo desses compostos (Attree et al., 2015; Corso et al., 2020; 

Nicolás-García et al., 2021). Em Arabidopsis thaliana, por exemplo, flavonoides como os 

flavonóis e as proantocianidinas (PAs) são os fenólicos mais abundantes, sendo que as PAs, 

após oxidação, conferem coloração marrom ao tegumento durante a dessecação (Routaboul et 

al., 2006; Pourcel et al., 2007; Matsuda et al., 2010; Corso et al., 2020). Em sementes de 

mamão, compostos fenólicos concentram-se principalmente na esclerotesta e, em menor grau, 

na sarcotesta, estando praticamente ausentes no embrião e no endosperma; sua presença na 

nesses tecidos tem sido associada à inibição da germinação (Tokuhisa et al., 2007). Em 

sementes de C. fissilis, no entanto, a influência dos compostos fenólicos totais na germinação 

ainda não é totalmente compreendida. Estudos adicionais são necessários para elucidar se as 

variações no conteúdo e na composição desses metabólitos, associadas à coloração do 

tegumento da semente, podem afetar a germinação da espécie. 

 

 
 

Figura 4.8 – Compostos Fenólicos Totais (CFT) em sementes claras e escuras de C. fissilis. 

Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste t de Student a 5% de 

probabilidade. As barras representam o erro padrão da média. 

 

A atividade enzimática do sistema antioxidante foi semelhante em sementes claras e 

escuras no estado seco, e apresentou variações entre os tratamentos a partir do segundo dia de 

embebição (Figura 7). A superóxido dismutase (SOD) permaneceu relativamente constante, 

com aumento significativo apenas em sementes claras em 72 h (Figura 7A). A catalase (CAT) 

apresentou aumento gradual, atingindo níveis mais elevados em sementes escuras após 48 h 

(Figura 7B). Da mesma forma, a atividade da peroxidase (POX) também aumentou durante a 

embebição, sendo maior em sementes escuras após 72 h (Figura 7C). Em contraste, a 
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atividade da ascorbato peroxidase (APX) diminuiu gradualmente, com níveis semelhantes 

observados em sementes claras e escuras (Figura 7D). 

 

 
 

Figura 4.9- Atividade específica das enzimas superóxido dismutase - SOD (A), catalase - 

CAT (B), peroxidase - POX (C) e ascorbato peroxidase - APX (D) em sementes claras e 

escuras de C. fissilis durante o período de germinação. * Indica diferença estatística pelo teste 

t de Student (P ≤ 0,05). n = 4; as barras representam o erro padrão da média. 

 

A SOD desempenha um papel fundamental na defesa contra espécies reativas de 

oxigênio, dismutando o ânion superóxido (O₂∙⁻) em oxigênio (O₂) e peróxido de hidrogênio 

(H₂O₂). No entanto, a destoxificação de H₂O₂, que é menos reativo, mas tóxico em altas 

concentrações, requer a ação de outras enzimas, como catalase (CAT), peroxidase (POX) e 

ascorbato peroxidase (APX) (Das; Roychoudhury, 2014; Taiz et al., 2017). Nesse contexto, os 

resultados indicam que sementes de coloração clara intensificam a decomposição de O₂∙⁻, 

especificamente quando o metabolismo acelera e a produção de ROS aumenta, enquanto 

sementes de coloração escura mantêm maior eficiência na decomposição subsequente de H₂O₂ 

por meio da ação de enzimas como CAT e POX. Assim, a menor atividade dessas enzimas em 

sementes claras após 48 e 72 h, respectivamente, sugere que a conversão de O₂∙⁻ em H₂O₂ foi 

mais pronunciada no pico de embebição (72 horas), sem uma capacidade correspondente de 
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remoção de H₂O₂. Esse desequilíbrio pode comprometer a homeostase redox e refletir 

diferenças na tolerância ao estresse oxidativo entre sementes claras e escuras.  

A redução da atividade da APX e o aumento da atividade da CAT ao longo da 

embebição, observados em sementes claras e escuras, sugerem uma preferência por uma via 

de desintoxicação do H₂O₂ em detrimento da outra, ou ainda que as células estejam lidando 

com concentrações elevadas de H₂O₂. As rotas envolvendo APX e CAT atuam de forma 

concomitante, mas com diferentes eficiências e especificidades: a alta afinidade da APX pelo 

H₂O₂ sugere que essa enzima pode ser responsável pela modulação fina de espécies reativas 

de oxigênio (EROS) para sinalização, enquanto a CAT pode ser responsável pela remoção do 

excesso de EROS durante o estresse (Mittler, 2002). Embora presente apenas nos 

peroxissomos, a CAT é indispensável para a desintoxicação de EROS durante o estresse, 

quando altos níveis dessas espécies são produzidos e difundidos por todos os compartimentos, 

incluindo os próprios peroxissomos (Willekens et al., 1997; Lopez-Huertas et al., 2000). 

4.4.1 Espectroscopia NIR 

Em relação a utilização da radiação infravermelha próxima para caracterização 

qualitativa das sementes claras e escuras, a Tabela 4.2 apresenta os valores de acurácia e 

coeficiente kappa obtidos para o modelo PLS-DA testado usando espectros NIR submetidos a 

diferentes métodos de pré-processamento. Devido à natureza ampla e frequentemente 

sobreposta das bandas de absorção NIR, o pré-processamento de dados espectrais é uma etapa 

crítica para aprimorar características relevantes, facilitar o reconhecimento de padrões e 

melhorar o desempenho do modelo de classificação (Rinnan et al., 2009; Xia et al., 2019).  

 

Tabela 4.2 - Resultados de acurácia e coeficiente kappa para os conjuntos de dados de 

treinamento e teste para o modelo de classificação, usando diferentes métodos de pré-

processamento, para classificar sementes de cedro-rosa com base na cor.  

 

Accuracia (%) Coeficiente Kappa  (%) Accuracia (%) Coeficiente Kappa (%)

Dados cru 99,29 98,57 98,33 96,67

MSC 99,28   98,57 1  1 

SNV 98,57 97,14 1 1

SG (d1) 1 1 1 1

SG (d2) 1 1 1 1

Modelo Pré-processamento
 Treinamento (n = 70) Teste (n = 30)

PLS-DA
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O classificador PLS-DA demonstrou alta capacidade discriminativa usando dados NIR 

brutos e pré-processados. O modelo atingiu uma precisão geral de teste inicial de 98,33%, 

atingindo 1,00 quando dados pré-processados foram utilizados. Uma tendência semelhante foi 

observada para o coeficiente kappa. De acordo com a escala de interpretação proposta por 

(Landis; Koch, 1977), os valores kappa indicam concordância quase perfeita (0,80–0,99), 

confirmando a forte capacidade do modelo de discriminar entre classes de coloração de 

sementes de cedro-rosa. A Figura 4.10A exibe os 200 espectros NIR brutos de sementes de C. 

fissilis de coloração clara e escura, registrados na faixa espectral de 1.000 a 2.500 nm. A 

Figura 4.10B mostra os espectros médios após o pré-processamento usando o método da 

variável normal padrão (SNV), que foi empregado como técnica de pré-processamento para a 

construção do modelo de calibração. 

 

Figura 4.10 - Espectros NIR brutos (A), média dos espectros brutos pré-processados usando 

o método SNV (B). 

 

No presente estudo, o comprimento de onda mais relevante para o modelo foi 

identificado em torno de 1938 nm (Figura 4.11). Essa região está geralmente associada à 

presença de água, lignina, nitrogênio, proteínas, amido e celulose (Fourty et al., 1996). Os 

resultados obtidos para umidade, amido, proteína total e o teste histoquímico para lignina 

indicam que o teor de proteína total desempenhou um papel importante na diferenciação entre 

sementes claras e escuras por espectroscopia NIR. De acordo com a histoquímica para 

proteína, a diferença no teor de proteína estaria principalmente nos tecidos do endosperma. 
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Figura 4.11 - Importância das variáveis que indicam os principais comprimentos de onda do 

espectro para o desenvolvimento do modelo PLS-DA (SNV). 

 

A profundidade de penetração da radiação infravermelha próxima em um objeto 

depende fortemente da composição, estrutura e espessura do tecido, bem como do 

comprimento de onda da radiação utilizada (Bashkatov et al., 2005). De maneira geral, em 

tecidos biológicos, a profundidade de penetração da radiação NIR é da ordem de milímetros 

(Dong et al., 2023; Wedding et al., 2024). Considerando que a espessura do tegumento das 

sementes de C. fissilis analisadas é de cerca de 130 µm, é provável que a radiação NIR 

atravesse facilmente essa estrutura, atingindo tecidos internos da semente, como o 

endosperma, onde diferenças foram observadas no conteúdo de corpos proteicos a partir do 

teste histoquímico realizado com o reagente XP. Um artigo sobre o uso da técnica para 

avaliação de sementes de Cedrela fissilis Vell. com heteromorfismo de cor e sua relação com 

a qualidade fisiológica foi publicado na revista Journal of Seed Science e pode ser consultado 

no Apêndice B. 

 

4.4 Qualidade fisiológica das sementes 

A curva de germinação (Figura 4.12) revelou diferenças significativas no desempenho 

germinativo entre sementes claras e escuras de C. fissilis (p < 0,05). Sementes escuras 

apresentaram uma maior probabilidade acumulada de germinação (em torno de 60%) em 

comparação às sementes claras (em torno de 30%). Além disso, sementes de ambas as cores 

iniciaram a germinação por volta do 5º dia após a semeadura; no entanto, a partir do 6º dia, a 

germinação das sementes escuras foi mais rápida, finalizando o processo de germinação no 

11º dia de teste, enquanto a germinação de sementes claras ocorreu de forma mais lenta, 
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finalizando o processo de germinação no 19º dia de teste, indicando desempenho fisiológico 

inferior.  

 

Figura 4.12 – Probabilidade de germinação por dia estimada pelo método de Kaplan-Meier 

para sementes claras e escuras de C. fissilis. 

 

Conforme indicado pela curva de germinação, as sementes escuras apresentaram 

maior emissão de radícula, de forma mais rápida, uniforme e concentrada no tempo, em 

comparação às sementes claras, como evidenciado pelos valores superiores de 

germinabilidade (G), menor tempo médio de germinação (TmG), menor coeficiente de 

variação do tempo de germinação (CVtg) e maior velocidade média de germinação (TMG) 

(Tabela 4.3). 

Tabela 4.3 – Emissão de radícula no teste de germinação de sementes claras e escuras de C. 

fissilis. G: germinabilidade (%); TmG: tempo médio de germinação (dias); CVt: coeficiente 

de variação do tempo de germinação (%); TMG: taxa média de germinação (dia⁻¹); I: 

incerteza (bit); S: sincronia (adimensional). 

 
 

A baixa taxa de germinação apresentada na Tabela 4.3 é consistente com os resultados 

de estudos anteriores sobre o armazenamento de sementes de C. fissilis (Flores et al., 2018; 

Silva et al., 2020), que indicam que tanto a germinação quanto o vigor das sementes dessa 

espécie sofrem um declínio significativo ao longo do tempo de armazenamento, com a 

Sementes G (%) TmG (dias) Cvtg (%) TMG (dia⁻¹) Incerteza Sincronia

Claras 31 ± 11,49 b 11,49 ± 1,34 a 24,02 ± 11,56 a 0,09 ± 0,01 b 2,16 ± 0,25 a 0,15 ± 0,02 a

Escuras 58 ± 12,44 a 7,58 ± 0,25 b 18,40 ± 6,84 a 0,13 ± 0,00 a 1,97 ± 0,47 a 0,25 ± 0,10 a
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viabilidade sendo particularmente comprometida após períodos de armazenamento superiores 

a 380 dias. Além de apresentarem maior emissão de radícula, as sementes escuras 

demonstraram maior capacidade de originar plântulas normais, com média de 50%, em 

contraste com 20% obtido de sementes claras. A velocidade de emergência também foi 

superior nas sementes escuras, como indicado pelos valores mais elevados do Índice de 

Velocidade de Emergência (IVE), evidenciando maior vigor no estabelecimento das plântulas 

(Tabela 4.4). A Figura 4.13A representa as plântulas classificadas como normais, enquanto a 

Figura 4.13B ilustra aquelas consideradas anormais, conforme os critérios de avaliação. 

Tabela 4.4 – Formação de plântulas normais no teste de germinação de sementes claras e 

escuras de C. fissilis. 

 

 

 

Figura 4.13 – Plântulas normais (A) e anormais (B) de C. fissilis. 

 

O processo de absorção de água pelas sementes de C. fissilis segue o padrão trifásico 

descrito por Bewley e Black, (1978), conforme ilustrado na Figura 4.14A. Com o ajuste da 

equação 3.1 aos dados experimentais da curva de embebição foi possível quantificar 

parâmetros associados a cada fase (Tabela 4.5) que foram usados para obter a taxa de 

embebição total (Figura 4.14B). De acordo com a curva de embebição, como indicado por w, 

ao final da fase I, e início da fase II, as sementes claras atingiram teores de água próximo de 

55%, enquanto as sementes escuras alcançaram aproximadamente 48%. A protrusão da 

radícula ocorreu em 120 horas nas sementes escuras e em 168 horas nas sementes claras, 

marcando o início da fase III. Com base na diferença entre o momento da protrusão da 

radícula e o início da saturação da fase I (tIII – tII), foi possível determinar a duração da fase II, 

que foi de 48 horas para sementes escuras e 96 horas para sementes claras.  

Sementes Emiss. radícula (%) 1ª cont. (%) Últ. cont. (%) IVE

Claras 31 b 12 b 8a 1.24 b

Escuras 58 a 39 a 11a 3.31 a



66 

 

 

 

Figura 4.14 – A) Curva de embebição de sementes claras e escuras de C. fissilis ajustadas. As 

setas indicam o momento em que o início da protrusão da radícula foi observado, quando uma 

semente havia emitido radícula. B) Taxa de embebição total de sementes claras e escuras de 

C. fissilis. 

 

Tabela 4.5 – Parâmetros do modelo ajustado para a curva de embebição de sementes claras e 

escuras de C. fissilis. w: grau máximo de absorção na fase I e II; k: taxa inicial de embebição; 

n: suavização da transição para a fase II; tII: início da fase II; tIII: início da fase III; l: taxa de 

embebição da fase III. 

 

Considerando que a fase II é caracterizada por intensa atividade metabólica, as 

diferenças observadas no teor de água atingido e no tempo necessário para a protrusão da 

radícula entre sementes claras e escuras sugerem variações nos processos fisiológicos entre 

esses grupos. Sementes menos maduras ou deterioradas podem apresentar maior capacidade 

de absorção de água; no entanto, sua baixa eficiência metabólica pode comprometer a 

retomada das atividades celulares necessárias à protrusão da radícula, resultando em maior 

acúmulo de água sem progressão do processo germinativo (Bewley; Black, 1994). Em 

contrapartida, sementes mais maduras tendem a apresentar maior eficiência na reativação dos 

processos metabólicos e nos mecanismos de reparo celular essenciais à germinação, o que 

contribui para uma fase II mais curta (Bewley; Black, 1994; Marcos-Filho, 2005; Nonogaki et 

al., 2010). Assim, a maior duração da Fase II observada nas sementes claras pode estar 

Semente w  (%) t II  (h) t III  (h) k  (absorção/h) l  (abssorção/h) n

Clara 54,6 72 168 0,031 0,007 0,37

Escura 48.5 72 120 0,032 0,012 0,37
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associada a uma menor eficiência dos processos metabólicos, notadamente da atividade das 

enzimas do sistema antioxidativo, conforme indicado pelos menores níveis de atividade 

enzimática da catalase e peroxidase encontrados na análise bioquímica, sobretudo a partir de 

72 horas de embebição (início da fase II), quando ocorre a intensificação do metabolismo 

celular. Esses resultados reforçam a influência do grau de maturação e do vigor sobre a 

dinâmica da germinação. 

Em relação à velocidade de embebição, o gráfico B da figura 4.15 apresenta a 

velocidade de embebição total. Logo nas primeiras horas (até cerca de 24 h), ambas as 

sementes apresentam alta velocidade de embebição, atingindo valores próximos de 3,5%/h. 

As curvas das sementes claras e escuras são bastante semelhantes nesse estágio, indicando 

que a permeabilidade inicial do tegumento é comparável, o que está de acordo com 

observações anatômicas que mostram espessuras semelhantes do tegumento. Entre 

aproximadamente 24 e 144 horas, observa-se uma redução acentuada na velocidade de 

embebição, que se mantém quase constante e próxima de zero. A semelhança das curvas 

nessa etapa sugere que, até esse ponto, as duas classes de sementes seguem padrões de 

hidratação semelhantes. O destaque do gráfico está no detalhe ampliado (inset), que mostra o 

comportamento a partir de 144 horas referente a fase III, em que sementes escuras 

apresentaram uma maior taxa de absorção de água, possivelmente em decorrência da redução 

do potencial hídrico das sementes após a fase II e do maior número de sementes germinadas 

entre 120 horas e o final do experimento, em comparação às sementes claras. Logo, as 

sementes claras, embora hidratem de forma semelhante às sementes escuras na fase I, 

mantêm-se metabolicamente menos ativas nas fases II e III, o que pode refletir menor 

eficiência enzimática e consequente atraso na germinação. 

O teste de condutividade elétrica, reconhecido por sua eficiência na avaliação da 

capacidade de reorganização das membranas celulares, não revelou diferenças significativas 

entre sementes claras e escuras de C. fissilis, com valores médios em torno de 130 µS cm⁻¹ g⁻¹ 

(Figura 4.15). Em estudos anteriores com a mesma espécie, Corvello et al. (1999) e Cherobini 

et al. (2008) usando o teste de condutividade elétrica, observaram que este foi eficiente para 

detectar diferenças na qualidade fisiológica entre lotes de sementes. No entanto, Flores et al. 

(2018) observaram que, comparado ao índice de velocidade de germinação, o teste de 

condutividade elétrica foi menos eficaz em indicar a perda da qualidade das sementes de C. 

fissilis.  
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Figura 4.15 – Teste de condutividade elétrica de sementes claras e escuras de C. fissilis. 

Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste t de Student a 5% de 

probabilidade. As barras representam o erro padrão da média. 

 

4.5 Análise de componentes principais (ACP) 

A Figura 4.16 apresenta o resultado da Análise de Componentes Principais (ACP). Na 

Figura 4.16A, observa-se o círculo de correlação das variáveis originais e as respectivas 

pontuações nos dois primeiros componentes principais. Já a Figura 4.16B mostra o 

agrupamento dos tratamentos com base nas variâncias explicadas pelos componentes, 

evidenciando as relações entre os grupos e as variáveis analisadas. De acordo com a ACP, as 

variáveis que mais contribuíram para a discriminação de sementes claras e escuras foram o 

teor de açúcares redutores (AR), o teor de compostos fenólicos totais (CFT), comprimento da 

semente, o índice de velocidade de emergência (IVE), teor de proteína total, a atividade 

enzimática da peroxidase (POX) e catalase (CAT) e germinação (G). 
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Figura 4.16 - Análise de componentes principais (ACP) baseada em variáveis físicas, 

anatômicas, bioquímicas e fisiológicas de sementes claras e escuras de C. fissilis. A) Círculo 

de correlação das variáveis originais; quanto mais próximo do círculo unitário, maior a 

importância da variável. B) Diagrama de ordenação. 

 

Os dois primeiros componentes explicaram 63,78% da variabilidade total dos dados, 

sendo 43,01% no componente 1 e 20,77% no componente 2. No gráfico 4.16B, observa-se 

clara separação entre as sementes claras e escuras ao longo do componente 1, indicando que 

as variáveis associadas a esse componente foram determinantes para distinguir os tratamentos. 

As sementes escuras concentraram-se no lado positivo do eixo do componente 1, enquanto as 

claras ficaram no lado negativo, evidenciando diferenças entre os grupos. No gráfico 4.16A, o 

vetor correspondente à germinação (G) está fortemente associado, no mesmo quadrante, a 

IVE, CAT72h, teor de proteína total e óleo, indicando correlação positiva entre esses 

parâmetros.  

 Também foi realizado a análise de correlação multivariada entre a atividade 

enzimática e a probabilidade de germinação. Esse resultado corrobora a importância da 

enzima catalase no processo de germinação de sementes de cedro-rosa, o qual é apresentado 

no Apêndice A. 

 

4.6 Considerações finais 

De maneira geral, as diferenças observadas entre sementes claras e escuras de C. 

fissilis sugerem a influência de diferentes estádios de maturação, bem como possíveis efeitos 

de deterioração resultantes do armazenamento. Sementes escuras exibiram maior 

comprimento, espessura, massa, maior teor de proteína total e maior atividade das enzimas 
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CAT e POX. Elas também demonstraram maior vigor, conforme indicado pela maior taxa de 

emergência da radícula, maior número de plântulas normais e maior índice de velocidade de 

germinação. Esses resultados são consistentes com sementes que atingiram a maturidade 

fisiológica, que é caracterizada por maior massa seca, maior acúmulo de reservas e maior 

potencial de germinação e vigor (Rubio et al., 2013; Brito et al., 2015; Groot, 2022). Em 

contraste, sementes de coloração clara apresentaram menor desempenho germinativo, menor 

teor de proteína total e maiores níveis de açúcares redutores, o que pode indicar maturação 

incompleta ou sinais precoces de deterioração. Assim, a cor do tegumento está associada ao 

estado fisiológico das sementes e pode ser utilizada como critério prático para seleção de 

sementes de qualidade superior. No entanto, é importante considerar o tempo de 

armazenamento, de aproximadamente um ano, e a variabilidade genética na interpretação dos 

resultados, uma vez que sementes recém-colhidas podem apresentar comportamento 

fisiológico diferente das sementes armazenadas, e a diversidade genética pode influenciar o 

grau de heteromorfismo, refletindo variações nos parâmetros fisiológicos. Além disso, o 

heteromorfismo observado nas sementes de C. fissilis pode contribuir para a formação de um 

banco de sementes, considerando que sementes escuras apresentaram maior longevidade, o 

que pode ter implicações importantes na dinâmica de germinação e sucessão de plantas. 

 

5. CONCLUSÕES 

Os resultados obtidos demonstraram que a qualidade fisiológica de sementes de C. 

fissilis varia de acordo com a coloração, sendo distinta entre sementes claras e escuras. 

Embora não tenham sido observadas diferenças anatômicas entre os tratamentos, sementes 

escuras exibiram maior comprimento, espessura, massa, maior teor de proteína total e maior 

atividade das enzimas catalase (CAT) e peroxidase (POX). A análise de componentes 

principais evidenciou que o melhor desempenho germinativo das sementes escuras de cedro-

rosa está associado principalmente à maior atividade da enzima CAT e ao maior teor proteico, 

reforçando a influência desses fatores bioquímicos na qualidade fisiológica das sementes. 

Assim, a coloração das sementes pode ser considerada um biomarcador eficiente da qualidade 

fisiológica, representando um critério prático para a seleção de sementes de maior qualidade. 

O heteromorfismo observado nas sementes de C. fissilis também pode contribuir para a 

formação de um banco de sementes, considerando que sementes escuras apresentaram maior 

longevidade, podendo ter implicações importantes na dinâmica de germinação e sucessão de 

plantas. Além disso, a espectroscopia no infravermelho próximo (NIR) demonstrou alta 
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precisão na distinção entre sementes claras e escuras, configurando-se como uma ferramenta 

promissora para o monitoramento da maturação e do estado de conservação fisiológica pós-

colheita das sementes de C. fissilis, contribuindo para o avanço de estratégias não destrutivas 

de avaliação da qualidade de sementes florestais. 
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APÊNDICE A – Análise de correlação multivariada 

A relação entre a atividade das enzimas do sistema antioxidativo e a probabilidade de 

germinação das sementes durante o processo de embebição foi analisada por meio da 

correlação de Pearson. As enzimas que apresentaram correlação significativa com a 

germinação foram utilizadas como variáveis preditoras na modelagem. Para isso, foram 

ajustados Modelos Lineares Generalizados (MLG), assumindo distribuição binomial e função 

de ligação do tipo logit, conforme a equação geral apresentada a seguir: 

 

𝑙𝑜𝑔 
𝑝

𝑝 − 1
 =  𝛽0 +  𝛽1 ×  𝐶𝐴𝑇 +  𝛽2 ×  𝐴𝑃𝑋 + . . . ,          (𝐴. 1) 

 

onde 𝑝 representa a probabilidade de germinação e os coeficientes 𝛽 indicam a contribuição 

de cada variável preditora para essa probabilidade. 

O modelo foi testado com diversas combinações, e a escolha final foi baseada no 

menor valor do Critério de Informação de Akaike (AIC, do inglês Akaike Information 

Criterion), uma medida usada para comparar modelos estatísticos e selecionar aquele que 

melhor se ajusta aos dados com a menor complexidade, sendo que quanto menor o AIC 

melhor é o modelo em termos de ajuste e simplicidade (Fox, 2005; Fox, 2016; Fox e Bouchet-

Valat, 2024; Lira et al., 2019). 

Entre as enzimas avaliadas, a catalase foi a que teve sua atividade mais associada ao 

processo germinativo (Tabela A.1).  

Tabela A.1 – Correlação de Pearson entre a probabilidade de germinação e a atividade das 

enzimas do sistema antioxidativo de sementes de C. fissilis.  

 

Variável Coeficiente de correlação de Pearson (r) p-valor

CAT × PG 0.82 < 0,0001

POX × PG 0.54 0,0003

APX × PG -0.56 0,0002
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De acordo com o Critério de Informação de Akaike (AIC; Tabela 4.3), o melhor 

modelo linear generalizado foi o GLM.1, em que a atividade da catalase (CAT) foi a variável 

preditora. Esse modelo é descrito pela equação: 

𝑙𝑜𝑔𝑖𝑡 (𝑃(𝑔𝑒𝑟𝑚𝑖𝑛𝑎çã𝑜)) = −3,316 + 1,045 × 𝐶𝐴𝑇,          (𝐴. 2) 

O modelo foi estatisticamente significativo (p = 0,016 para o coeficiente de CAT), 

com AIC igual a 31,99. O valor da odds ratio para a CAT foi de 2,84, indicando que, a cada 

unidade de aumento na atividade de catalase, a chance de germinação aumenta 

aproximadamente 2,84 vezes. Modelos mais complexos que incluíram as variáveis APX ou 

POX juntamente com CAT não resultaram em melhoria significativa do ajuste (valores de 

AIC maiores) ou apresentaram coeficientes não significativos (p > 0,05). Esses resultados 

indicam que a atividade de catalase, isoladamente, constitui um preditor robusto da 

germinação. 

Tabela A.2 - Parâmetros das variáveis explicativas que influenciam a probabilidade de 

germinação de sementes de cedro-rosa. 

 

 

Modelo Variável β SE β p-valor AIC

Intercepto -3.3161 1.1179 0.003**

CAT 1.0452 0.4343 0.0161*

Intercepto -1.8955 2.1729 0.383

CAT 0.8724 0.4903 0.0752

APX -0.0141 0.018 0.4329

POX 20.6687 421.8734 0.9609

Intercepto -1.8443 1.9068 0.3334

CAT 0.88 0.4648 0.0583

APX -0.0145 0.0161 0.3675

Intercepto -3.4203 1.1379 0.0027**

CAT 0.9419 0.4813 0.0504

POX 180.566 377.7579 0.6327

Intercepto 0.0605 1.9203 0.975

POX 286.7081 408.6301 0.483

APX -0.0205 0.0187 0.273

Intercepto -1.9849 0.7831 0.0113*

POX 557.1515 353.5499 0.1151

Intercepto 1.148 1.2143 0.3445

APX -0.0278 0.0166 0.0936
GLM.7

31.998

35.996

34.097

33.099

45.704

43.779

46.889

GLM.1

GLM.2

GLM.3

GLM.4

GLM.5

GLM.6
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APÊNDICE B – Artigo produzido a partir desse trabalho 

 
           MENDES et al., 2025. Doi: https://doi.org/10.1590/2317-1545v47297619 

 

https://doi.org/10.1590/2317-1545v47297619
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