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“Se os homens voltassem mais a mente ao que a natureza esta a lhes mostrar, seguindo-a,
melhor seria toda gente”

Dante Alighieri
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Introduciao geral

A historia de devastagdo da Mata Atlantica foi marcada por varios episodios ocorridos
desde a coloniza¢do, ha mais de 500 anos, como a extracdo do pau-brasil (Caesalpinia
echinata Lam.), os ciclos da cana-de-actcar, do café e da soja, a exploracdo imobiliaria e
madeireira, a ocupagdo irregular, entre outros (Dean 1996). A floresta perdeu cerca de 93% do
total de sua 4rea, restando menos de 100.000 km?, comprometendo assim o uso dos recursos
genéticos para as futuras gera¢des (Fundacao SOS Mata Atlantica & INPE 2001).

Caesalpinia echinata Lam., o pau-brasil, também conhecido como ibirapitanga, que
em Tupi, ybyrapytanga significa madeira rosada ou avermelhada, onde; ybyrd = madeira ou
arvore ¢ pytang = rosada ou avermelhada (E. A. Navarro, Universidade de Sao Paulo, 2008,
comunicagio pessoal). E uma espécie pertencente & familia Leguminosae — Caesalpinioideae,
nativa do Brasil, de ocorréncia natural, desde o Rio Grande do Norte até o Rio de Janeiro na
floresta pluvial atlantica. Sua madeira foi muito explorada no inicio da colonizagado brasileira
para a extragdo de brasileina, matéria prima para a obtengdo de corante vermelho. O pau-
brasil atualmente vem sendo utilizado na arborizacdo urbana e na fabricagdo de arcos de
instrumentos musicais com corda, como o violino (Rocha 2004).

A preservacao dos recursos genéticos baseia-se em duas estratégias de conservacao: in
situ, que envolve a conservagdo do material genético em seu proprio habitat natural e ex situ,
que ¢ a conservagdo de genes em condigdes artificiais (colecdes permanentes), tais como
polen, cultura de tecidos, plantas vivas e sementes (Botanic Gardens Conservation
International 2001).

O armazenamento de sementes em bancos de germoplasma ¢ importante ferramenta
para a conservacao ex situ, uma vez que ¢ possivel manter tanto a viabilidade das sementes
quanto a preservacdo da identidade genética, sendo uma estratégia segura e economicamente
viavel (Carvalho & Nakagawa 1983, Slageren 2002).

De um modo geral a capacidade de armazenamento de sementes esta associada a sua
qualidade inicial e as condi¢cdes de armazenamento (Roberts 1973, Carvalho & Nakagawa
2000). A qualidade das sementes ¢ maxima por ocasido da maturidade fisioldgica; a partir
deste momento, tende a ocorrer uma queda progressiva na qualidade, em fun¢do do processo
de deterioracao (Carvalho & Nakagawa 1983, Carneiro & Aguiar 1993).

A deterioracdo pode ser definida como toda e qualquer transformacao degenerativa da
semente, podendo ser de origem bioquimica, fisica, fisiologica ou genética. A ultima etapa

desse processo ¢ a perda do poder germinativo (Popinigis 1977).
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O processo de deterioracdo ¢ inevitavel, mas seus efeitos podem ser minimizados
durante o armazenamento como, por exemplo, diminuindo-se o teor de dgua e a temperatura
como meios de redugdo da atividade metabolica, com reflexos sobre os niveis de respiracdo
do embrido (Carvalho & Nakagawa 2000). O grau de hidratacdo associado com a temperatura
conduz a mudangas no estado energético da dgua, bem como no tipo de ligacdo da agua,
levando a mudang¢as no metabolismo respiratorio da semente (Bradford 1995).

A conservacgdo de sementes com respiragdo ativa acelera a perda do vigor e eventuais
quedas na germinacdo (Carvalho & Nakagawa 1983), manifestagdes que traduzem o processo
de deterioragdo (Delouche 2002). Contudo, ha insuficiente informagdo na literatura para se
estabelecer a relacdo entre a taxa de deterioragcdo e a intensidade respiratoria e, ainda, a
interferéncia do grau de hidratagdo e da temperatura na velocidade de respiragdo e de
deterioragdo. O estabelecimento de relagdes entre o estado energético da agua, a intensidade
de transmissdo de energia térmica e a taxa de deterioragdo pode trazer substancial
contribuicdo para a conservacao de sementes e, conseqiientemente, de germoplasma.

Sementes de Caesalpinia echinata Lam. podem ser utilizadas como modelo para
responder e interpretar modificagdes fisicas, bioquimicas e fisioldgicas que ocorrem durante a
deterioragdo. Assim, no presente trabalho objetivou-se analisar a relagdo entre a taxa
respiratoria € o processo de deterioracdo dessas sementes, buscando, através do teste de
tetrazolio, estabelecer parametros de identificagdo de tecidos em deterioragdo, bem como
avaliar o envolvimento do grau de hidratacdo e da temperatura nesses processos, visando ao
controle ¢ a previsibilidade da deterioracdo durante o armazenamento. Para tanto, inicialmente
procurou-se desenvolver tecnologia que permita a utilizacdo do teste de tetrazolio em
sementes de C. echinata e, em seguida, aplicar essa tecnologia as sementes com diferentes
taxas de deteriorag¢@o oriundas da variagdo no estado energético da agua e na intensidade de

energia térmica transmitida.



CAPITULO 1

Viabilidade e Vigor de Sementes de Caesalpinia echinata Lam. (Pau-brasil -

Leguminosae) pelo Teste de Tetrazolio

Artigo submetido no peridédico “Revista Brasileira de Botanica” em setembro de 2008
Manuscrito n° 187/08

(A formatagdo do texto a seguir, segue as normas para publicagdo do periddico acima mencionado)
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ABSTRACT - (Viability and vigor of seeds of Caesalinia echinata Lam. (brazilwood -
Leguminosae) by tetrazolium test). As an important method to quickly evaluate seed vigor
and deterioration, both of them related to seed physiological quality, the tetrazolium test was
analyzed for seeds of Caesalinia echinata Lam. (brazilwood). Mature seeds were incubated in
0.05% to 1.00% tetrazolium solutions for a period varying from 1 to 24 hours, at 35°C
without light. Furthermore, embryos of different levels of deterioration were analyzed under
the best conditions (0.05-0.075% for 2 hours) of incubation. It was possible to identify eight
levels of vigor which will be important to a brazilwood seed lot diagnosis in a short time (4
hours) and to identify different types of embryo injury. The later essential to estimate seed
storability .

Key words: analysis, germination, physiological quality, respiration, vigor test
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RESUMO: (Viabilidade e vigor de sementes de Caesalinia echinata Lam. (pau-brasil -
Leguminosae) pelo teste de tetrazolio). O teste de tetrazolio é importante componente para a
avaliagdo da qualidade fisiologica de sementes, possibilitando fornecer rapida avaliagdo do
vigor e do estado de deterioracdo. Objetivou-se desenvolver metodologia do teste de
tetrazolio para sementes de Caesalpinia echinata Lam. (pau-brasil). Sementes maduras foram
incubadas, com ou sem tegumento, em solucdes de tetrazdlio em concentragdes que variaram
de 0,05% a 1,0%, por periodos que variaram de 1 a 24 horas, a 35°C na auséncia de luz. As
melhores combinagdes entre concentragdo e periodo de incubacdo (0,05 a 0,075% por 2
horas) foram aplicadas a amostras de sementes, sem tegumento, com diferentes niveis de
deterioragdo. Os resultados permitiram estabelecer oito classes de vigor, que permitirdo
diagnosticar a qualidade de lotes de sementes de pau-brasil em 4 horas, bem como identificar
uma série de injurias nos embrides, fundamentais para previsdo de armazenabilidade das
sementes.

Palavras chave: analise, germinagdo, qualidade fisioldgica, respiragdo, teste de vigor



INTRODUCAO

O pau-brasil (Caesalpinia echinata Lam.), ou ibirapitanga, pertencente a familia
Leguminosae — Caesalpinioideae, ¢ espécie nativa do Brasil, de ocorréncia natural desde o
Rio Grande do Norte até o Rio de Janeiro, na floresta pluvial atlantica. Além de sua
importancia historica como responsavel pelo nome do pais, sua madeira foi muito explorada
no inicio da colonizacdo brasileira como matéria prima para a obtencao de corante vermelho
(Rocha et al. 2007) e, atualmente, vem sendo utilizado na arborizagdo urbana (Rocha &
Barbedo 2008) ¢ na fabricagdo de arcos de instrumentos musicais com corda (Rocha 2004).
Embora outras madeiras estejam sendo empregadas no comércio nacional para a produgdo de
arcos, a madeira de pau-brasil, mundialmente utilizada nessas confeccdes, apresenta
caracteristicas unicas de ressonancia, densidade e durabilidade (Angyalossy et al. 2005).

A despeito de sua atual raridade natural, ha diversas iniciativas, publicas e privadas,
para a preservac¢do ex situ do pau-brasil, principalmente no Estado de Sao Paulo (Rocha
2004). Para que essa preservacdo seja eficiente, a produ¢do e armazenamento de suas
sementes assume papel fundamental e, nesse caso, ha necessidade de monitoramento da
deterioragdo dessas sementes ao longo do armazenamento. Essa deteriora¢do, mais rapida
quanto mais hidratadas estiverem as sementes (Villela & Peres 2004), ocorre mesmo nas
sementes ortodoxas com baixo teor de agua. As sementes de pau-brasil, por exemplo,
apresentam comportamento ortodoxo, tolerando reducdo do teor de agua até 7% (Barbedo et
al. 2002) e, em temperaturas de congelamento (-5 a -18°C), podem ser armazenadas por até
24 meses (Hellmann et al. 2006). Contudo, quando em temperatura ambiente, mesmo com
esse baixo teor de agua ndo ultrapassam trés meses de armazenamento (Barbedo et al. 2002).

A qualidade das sementes ¢ maxima por ocasido da maturidade fisiologica; a partir
deste momento, as sementes comecam a se deteriorar até perderem sua capacidade de

germinar. A duracdo deste processo ¢ determinada principalmente pela interagdo entre



heranca genética, grau de hidratacdo e temperatura (Delouche 2002). A deterioracio
proporciona alteragdes fisiologicas, bioquimicas, fisicas e citologicas, determinando a queda
do vigor, culminando com a morte da semente (Marcos Filho 2005).

Os primeiros sinais da deterioragdo estdo relacionados com a danificacdo ou perda da
integridade dos sistemas de membranas, permitindo a perda mais acentuada de eletrdlitos,
aclicares, aminoacidos e muitas outras substincias (Delouche & Baskin 1973, Delouche
2002). Durante a deterioragao, ha um decréscimo das atividades enzimaticas, os mecanismos
energéticos e de sintese sdo afetados, reduzindo o consumo de oxigénio e aumentando a
liberacao de didxido de carbono (Marcos Filho 2005).

A detecgdo da deterioracdo de sementes por intermédio de testes de vigor pode ser
entendida como componente importante na avaliacdo da qualidade fisioldgica, possibilitando
avaliacdo rapida do vigor, auxiliando na tomada de decisdes quanto ao uso ou descarte de
lotes de sementes (McDonald 1999).

O principal desafio das pesquisas sobre testes de vigor estd na identificacdo de
parametros relacionados a deterioracdo das sementes que precedem a perda da capacidade
germinativa. Desta forma, torna-se importante o uso de testes que possibilitem a detec¢do dos
estagios iniciais da deterioragdo, relacionados ao sistema de membranas, atividade enzimatica
e redugdo dos mecanismos energéticos. Dentro deste contexto, destaca-se o teste de tetrazolio.

O teste de tetrazolio ¢ um método rapido para estimar a viabilidade e o vigor de
sementes; baseia-se na atividade das enzimas desidrogenases que reduzem o sal cloreto 2,3,5
trifenil tetrazdlio nos tecidos vivos da semente, onde ions de hidrogénio sdo transferidos para
o referido sal (Delouche et al. 1976). Quando as sementes sdo imersas na solucdo de
tetrazolio, esta se difunde através dos tecidos ocorrendo, nas células vivas, a reacdo de
reducdo, resultando na formagao de um composto vermelho, ndo difusivel, conhecido como
trifenilformazan, indicando haver atividade respiratoria e, conseqiientemente, que o tecido ¢

viavel. Tecidos inviaveis ndo reagem com a solucdo, permanecendo na sua cor natural e
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tecidos em deterioragdo apresentam coloragdo vermelho-intenso (Delouche et al. 1976,
Franga Neto 1994, Pind-Rodrigues 2004).

Sementes de diversas espécies cultivadas ja foram amplamente pesquisadas, tendo-se
metodologia definida e padronizada para a realizagdo do teste de tetrazélio. Em soja, por
exemplo, varios niveis de vigor podem ser identificados pelo teste do tetrazolio podendo-se,
inclusive, diagnosticar problemas ocorridos na colheita, no beneficiamento, na secagem e no
armazenamento apenas com esse teste, 0 que o torna importante ferramenta no controle de
qualidade dos lotes (Franga Neto 1994).

Em relagdo as espécies nativas do Brasil, principalmente as arbdreas, poucas foram
estudadas e, mesmo nessas, ndo € possivel padronizar a metodologia para a execucdo desse
teste, cada espécie necessitando processos proprios. Assim, dos trabalhos descritos na
literatura pode-se verificar variagdes na melhor concentragdo do sal de tetrazolio, tais como
0,05% para Parapiptadenia rigida (Benth.) Brenan (Fogaga 2003) e Shizolobium parahyba
(Vell.) Blake (Ferreira et al. 2007), 0,07% para Tabebuia impetiginosa (Martius ex A.P. de
Candolle) Standley (Oliveira et al. 2005), 0,075% para Pterodon pubescens Benth. (Ferreira
et al. 2001), Jacaranda cuspidifolia Mart. (Fogaca 2003), Gleditschia amorphoides Taud.
(Fogaca et al. 2006) e Poecilanthe parviflora Benth. (Pinto et al. 2008), 0,1% para
Peltophorum dubium (Sprengel) Taubert (Oliveira et al. 2005) e Albizia hasslerii (Chodat)
Burr. (Zucareli et al. 2001), 0,25% para Genipa americana L. (Nascimento & Carvalho
1998), 0,5% para Astronium graveolens Jacq. (Fogaga 2003) e para Tabebuia serratifolia
Vahl Nich. (Oliveira et al. 2005) e 1,0% para Camellia japonica (Akimoto et al. 2004). Tal
variagdo ¢ notada, também, no tempo de incubac¢do na solugdo de tetrazolio, desde 60
minutos, para Astronium graveolens (Fogaca 2003), até 6 horas, para Pterodon pubescens
(Ferreira et al. 2001), encontrando-se referéncias de incubagéo por até 48 horas (Oliveira et
al. 2005).

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo desenvolver metodologia
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para utilizacdo do teste de tetrazolio em sementes de pau-brasil (Caesalpinia echinata Lam).
Para tanto, inicialmente procurou-se estabelecer o tempo de embebicdo necessario a ativagdo
de enzimas da respiracdo; em seguida, procurou-se determinar a eficiéncia do teste de
tetrazo6lio em sementes inteiras, variando-se tempo de incubagdo e concentracao da solucdo de
tetrazolio; posteriormente, procurou-se determinar a eficiéncia do teste de tetrazolio em
embrides (sem tegumento); finalmente, com os resultados dos experimentos anteriores,

procurou-se estabelecer classes de viabilidade e de vigor para sementes de pau-brasil.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal - As sementes de Caesalpinia echinata Lam. foram obtidas de frutos
maduros (Borges et al. 2005) colhidos em abril de 2005 na Estagdo Ecoldgica de Tapacura,
em S3ao Lourengo da Mata, PE (7°59'S, 35°02'W) e em dezembro de 2005 ¢ de 2006 na
Reserva Biologica e Estacao Experimental de Mogi-Guagu, em Mogi-Guagu, SP (22°15-16'S,
47°8-12"W), aproximadamente entre 15 a 20 matrizes. Os frutos foram mantidos ao sol, sobre
base de alvenaria, cobertos por sombrite, para abertura espontdnea. A medida que as sementes
eram liberadas dos frutos, eram armazenadas em camara fria a 7°C até o inicio dos
experimentos (Bilia et al. 1998, Barbedo et al. 2002), ndo excedendo 14 dias.

Determinagoes fisicas e fisiologicas - As sementes foram caracterizadas, inicialmente, quanto
ao teor de agua, potencial hidrico (embrides) e germinagdo. O teor de agua foi determinado
gravimetricamente, pelo método de estufa a 103°C por 17 horas (Ista 1985), sendo os
resultados apresentados em base tmida (Brasil 1992). O potencial hidrico foi medido, em
embrides sem tegumento, por meio de potenciometro WP4 (Decagon), basendo-se na
temperatura do ponto de orvalho do ar em equilibrio com a amostra examinada. A aferi¢cdo do
potencial foi realizada por meio de isotermas de sor¢do de agua em solugdes de polietileno

glicol 6000.
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O teste de germinagao foi conduzido em germinadores MA400 (Marconi), com 100%
de umidade relativa do ar e regulados para a temperatura constante de 25°C, com luz continua
(Mello & Barbedo 2007). O teste foi conduzido em rolo de papel germitest, com duas folhas
para base e uma para cobertura (Brasil 1992). As avaliagdes de germinagdo foram realizadas
diariamente, durante 15 dias, sendo registradas as sementes que emitiram raiz primaria (para o
calculo da germinagdo) e as que apresentaram capacidade de produ¢do de plantulas normais
(para o calculo do desenvolvimento de plantulas normais). Foi calculado, ainda, o vigor das
sementes pelo indice de velocidade de germinagdo (IVG), conforme Maguire (1962).
Obtencdo da curva de hidratacdo das sementes - Visando a identificar o final da fase I e
inicio da fase II da germinacdo, descritas por Bewley & Black (1994), sementes de Mogi-
Guagu, colhidas em 2005, foram submetidas a secagem em estufa com circulagdo forcada de
ar, a 40°C (Barbedo et al. 2002), até apresentarem 7% de 4gua e armazenadas por 5 meses a
81+2°C. A seguir, foram colocadas para embeber a 25°C (Mello & Barbedo 2007), em folha de
papel previamente umedecido com agua pura (2,5 vezes o peso do papel seco) e, a cada 5
minutos, até os primeiros 60 minutos, ou a cada 30 minutos, a partir de 60 minutos, amostras
foram retiradas para avaliagdo do teor de agua e do potencial hidrico.

Aos resultados obtidos procurou-se ajustar regressao polinomial, até o terceiro grau,
selecionando-se os periodos correspondentes ao inicio dos processos metabolicos e
respiratorios e, conseqiientemente, o inicio da atividade das enzimas desidrogenases.
Concentragdo do sal de tetrazolio e periodo de exposicdo de sementes inteiras - Diferentes
concentracoes do sal cloreto 2,3,5 trifenil tetrazolio foram avaliadas, variando-se desde 0,25%
até¢ 1,00%. Em cada concentracdo, sementes de Mogi-Guagu foram incubadas pelos periodos
de 2, 4, 12 e 24 horas, na temperatura de 35°C, com auséncia de luz. As sementes foram
mantidas com seu tegumento, que apresentava trincas.

Ao final da incubagdo, as sementes foram lavadas em agua corrente, seccionadas

longitudinalmente e avaliadas individualmente, observando-se a presenca e a localizagdo de
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danos no eixo embrionario e nos cotilédones, principalmente nas areas vitais do embrido
(figura 1). Para efeito de classificacdo das areas dos cotilédones, considerou-se a regido mais
proxima a regido de inser¢do destes com o eixo embrionario como regido proximal (figura 1 -
g) e a mais distante a esta inser¢do (incluindo-se toda a extremidade dos cotilédones), como
distal (figura 1 - h). A diferenciacdo de cores dos tecidos obedeceu aos critérios estabelecidos
por Delouche et al. (1976), Moore (1985) e Franca Neto (1994), ou seja, rosa suave
representando tecido viavel, vermelho intenso para tecido em deterioracdo, ou seja, com

respiragdo intensa e, ainda, cor natural do tecido para tecido morto.

Figura 1. Corte longitudinal do embrido de Caesalpinia echinata Lam. (pau-
brasil). a-d: eixo hipocotilo-radicular: radicula (a), protoderme (b), meristema
fundamental (c) e procambio (d); regido de inser¢do dos cotilédones no eixo
(e); plumula (f); regido proximal (g); regido distal (h).

Comparagdo da germinabilidade de sementes inteiras pelo teste de germinagdo e pelo
tetrazolio - Sementes oriundas de Sdo Lourengo da Mata, com ou sem prévia secagem, foram
armazenadas sob duas temperaturas (25°C e -18°C) e duas diferentes embalagens (sacos de
papel Kraft e frascos de vidro com tampa hermética). Destas combinagdes, apds 1 ano de
armazenamento foram selecionadas sementes com trés qualidades fisiologicas distintas. Estas

sementes foram submetidas simultaneamente ao teste de germinagao ¢ ao teste de tetrazolio.
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O teste de germinagdo foi conduzido segundo descri¢do acima e o do tetrazdlio,
baseando-se nos melhores resultados obtidos do experimento anterior, utilizou concentragao
de 0,25% e 2 horas de incubacgédo a 35°C, na auséncia de luz.

Concentragdo do sal de tetrazolio e periodo de exposi¢cdo de embrides (sem tegumento) - Para
avaliagdo da eficiéncia do teste de tetrazolio em embrides sem tegumento, trés diferentes
concentragdes do sal, 0,075%, 0,125% e 0,25%, foram avaliadas em sementes oriundas de
Mogi-Guagu em 2006, sem armazenamento, variando-se o periodo de incubacdo desde 1 até 8
horas, nas temperaturas de 25, 30 e 35°C, com auséncia de luz. Ao final da incubagdo,
seguiram-se 0s mesmos procedimentos descritos acima.

Obtengdo de sementes com diferentes graus de deterioragdo - Para este experimento, foram
coletados frutos diretamente das arvores, em Mogi-Guacu, em 2006, ao final da maturagdo
das sementes (Borges ef al. 2005). A extracdo destas foi feita manualmente sendo, entdo,
submetidas ao envelhecimento acelerado, com o intuito de se obterem sementes com
diferentes niveis de deteriora¢do. Para tanto, as sementes foram expostas a temperatura
constante de 42°C, dentro de caixas plasticas tipo gerbox, adaptadas com tela de ago inox e 40
mL de 4gua destilada no fundo, evitando-se o contato direto da dgua com as sementes
(Marcos Filho 1994).

As sementes foram incubadas por periodos de 4, 8, 12, 16, 24, 48 ¢ 72 horas. Ao final
de cada periodo foram avaliados o teor de 4gua, o potencial hidrico, a germinagdo e o vigor,
conforme descrito anteriormente.

Concentragdo do sal de tetrazolio e periodo de exposi¢do dos embrioes de lotes de diferentes
qualidades - Duas concentragdes do sal cloreto 2,3,5 trifenil tetrazolio (0,05% e 0,075%) e
dois periodos de incubacdo (2 e 4 horas) foram aplicados a sementes de Mogi-Guacu, com
trés qualidades fisiologicas distintas, obtidas pela exposicdo daquele lote a dois periodos de
envelhecimento acelerado (12 e 24 horas), baseando-se nos resultados do experimento

anterior. Ao final da incubagio, seguiram-se os mesmos procedimentos descritos acima.
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Categorizagdo das sementes segundo o grau de deterioragdo - Apos a definicdo da melhor
combinagdo entre concentragdo do sal, tempo de exposicdo e temperatura e, ainda, apos
avaliagOes realizadas nas sementes com diferentes niveis de deterioracdo, estabelecidas pelo
envelhecimento acelerado, foram definidas classes de viabilidade e deterioracdo, segundo a
cor de cada tecido da semente incubada no teste de tetrazolio. Para tanto, cada semente foi
classificada como germinavel (semente capaz de produzir plantula normal), viavel (semente
sem capacidade de produzir plantula normal, mas podendo emitir raiz primaria), nao
germinaveis (semente sem capacidade de emitir raiz, mas com tecidos vivos) ou morta
(semente sem tecidos vivos).
As classes previstas foram:
Classe 1 (germinavel) — embrides com coloragdo rosea suave uniforme e tecidos com aspectos
normais e turgidos;
Classe 2 (germinavel) — pequenas regides de coloracdo vermelho intenso na extremidade dos
cotilédones (regido distal), porém eixo embrionario mantendo coloragio rdsea suave;
Classe 3 (vidvel) — eixo embrionario com regides de cor vermelha intensa, porém em extensao
menor que a metade de sua espessura e sem incluir a radicula; cotilédones podendo apresentar
coloracdo vermelho intenso na regido distal e proximal;
Classe 4 (viavel) — eixo embrionario com amplas regides de coloragdo vermelho intenso,
inclusive a radicula; cotilédones com regides de coloracdo vermelha intensa ou pequenas
pontugdes descoloridas, afetando parte da regido proximal, exceto a regido de inser¢ao dos
cotilédones no eixo;
Classe 5 (ndo germinaveis) — embrides com coloragdo vermelha intensa em sua totalidade;
Classe 6 (ndo germinaveis) — eixo embrionario com regides descoloridas afetando, inclusive,
o procambio; cotilédones com coloragdo vermelho intenso, mas com regides descoloridas,
inclusive afetando a regido proximal;

Classe 7 (ndo germinaveis) — embrides descoloridos em mais de 75% de sua superficie;
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Classe 8 (morta) — embrides completamente descoloridos.
Delineamento experimental e andlises estatistica - O delineamento experimental para todos
os experimentos foi inteiramente casualizado, com 4 repeti¢des. Os valores foram submetidos
a analise de varidncia (teste F), ao nivel de 5% de probabilidade. Para a obtencao da curva de
embebicdo das sementes, aos valores obtidos procurou-se ajustar regressdes polinomiais até
terceiro grau. Nos demais experimentos, as médias foram comparadas entre si pelo teste de
Tukey, também ao nivel de 5%. Quando necessario para corre¢do da normalidade e da

heterogeneidade, os valores foram transformados para arc sen (%)0,5 (Santana & Ranal

2004).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Obteng¢do da curva de hidratacdo das sementes - Os resultados obtidos para embebicdo de
sementes de pau-brasil (figura 2B) permitiram ajustar regressdao polinomial do terceiro grau,
demonstrando que o final da fase I (Bewley & Black 1994) ocorreu por volta de 120 minutos
apos o inicio da embebicdo. Além disso, permitiu verificar que o processo de embebigdo de
sementes de pau-brasil ¢ bastante rapido, duplicando o teor inicial de agua (7%) ja no
primeiro minuto de embebicao, triplicando com mais dois minutos e chegando a quintuplicar
nos primeiros 10 minutos, quando atingiu cerca de 30% de agua (figura 2A). Essa velocidade
de embebicdo era esperada uma vez que a fase I da embebicao ¢ dirigida pelo gradiente de
potencial hidrico entre a semente ¢ o meio (Castro et al. 2004) que, no presente trabalho, foi
proximo a zero (papel de germinacdo saturado com agua pura). As sementes de pau-brasil
apresentavam, inicialmente, -195,5 MPa, passando a -25,0 MPa apo6s 5 minutos ¢ a -5,1 MPa

apos 10 minutos de embebicdo (figura 2C).
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Figura 2. Embebicao de sementes de Caesalpinia echinata Lam. (pau-brasil) nos primeiros 10
minutos (A) e de 10 até 360 minutos (B, y=0,000004X3-0,002X2+0,46X+27,16, 1>=0,717) e
correspondentes modificagdes no potencial hidrico do embrido (C).

A realizagdo da curva de embebicdo nas sementes de pau-brasil (figura 2) permitiu
estabelecer o periodo minimo de pré-condicionamento (2 horas), ou seja, o necessario para
que as sementes atingissem ao menos o inicio da fase II. Porém, essa curva evidenciou,
sobretudo, o cuidado a ser tomado para se evitarem periodos excessivos de embebicdo que
poderiam levar as sementes a fase III, apds 6 horas. O pré-condicionamento visa a, apenas,
facilitar a penetracdo da solucao de tetrazdlio e o desenvolvimento de uma coloragdo mais
clara e evidente, amolecer os tecidos, facilitando a remog¢do dos tegumentos ¢ o corte
longitudinal dos embrides (Delouche et al. 1976) e ativar os sistemas enzimaticos
respiratorios (Marcos Filho 2005). Nao necessita, portanto, que se inicie a divisdo celular,

caracteristica da fase III.
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Costa et al. (1998) mencionaram que, pelo protocolo de avaliagdo do teste de

tetrazolio em sementes de soja, o periodo de pré-condicionamento seria de 16 horas a 25°C,
quando as sementes atingiram 32% a 38% de agua, porém este periodo demandaria muito
tempo de execugdo. Verificaram que o pré-condicionamento por 6 horas a 41°C, com as
sementes atingindo 27% a 33% de agua, propiciou condi¢des adequadas de coloragdo das
sementes podendo com seguranca substituir o0 método tradicional. Ja para sementes de milho,
Chamma & Novembre (2007) verificaram que 4 horas de embebi¢do a 35 ou 40°C, foram
suficientes para o pré-condicionamento, apresentando teor de agua de 19,5% e 21,3%,
respectivamente. Contudo, de acordo com Vertucci & Leopold (1984), o teor de 4gua abaixo
de 24%, em sementes de soja, restringe o inicio dos processos metabolicos e respiratorios, os
quais aumentam rapidamente quando o teor de dgua encontra-se na faixa de 24% a 32%. No
presente trabalho, ap6s 2 horas de embebicdo o teor de dgua das sementes de pau-brasil
atingiu valores proximos a 50% (figura 2A), ou seja, muito acima dos descritos nestes
trabalhos.
Concentragdo do sal de tetrazolio e periodo de exposig¢do de sementes inteiras - partindo-se
dos valores de embebicdo obtidos no experimento anterior, inicialmente procurou-se pré-
condicionar as sementes de C. echinata apenas por uma hora, para que as sementes
apresentassem teores de agua proximos aos descritos por Costa et al. (1998), Chamma &
Novembre (2007) e Vertucci & Leopold (1984).

Os resultados iniciais obtidos para o teste de tetrazolio em sementes inteiras de pau-
brasil (tabela 1) demonstraram a necessidade de utilizacdo de solucdo com baixas
concentragdes do sal. Comparando-se com os valores obtidos no teste de germinacdo da
amostra de sementes analisada, ou seja, 32% de germinagdo e 15% de desenvolvimento de
plantulas normais, a combinagdo tempo x concentragdo da solucdo que mais se aproximou dos
valores reais de germinagao foi 0,25% por 2 horas (tabela 1). Deve-se salientar, contudo, que

independentemente dos resultados numéricos, em todos os tratamentos houve dificuldade de
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analise das sementes pela excessiva coloragdo desenvolvida. Reforca-se, portanto, a
necessidade de estudos para cada espécie, uma vez que essa concentracdo, ou até superiores a

ela, apresentaram bons resultados para Genipa americana e Astronium graveolens

(Nascimento & Carvalho 1998, Fogaca 2003).

Tabela 1. Germinacdo (%) de sementes, desenvolvimento de plantulas normais (%) e
porcentagem de sementes ndo germindveis de Caesalpinia echinata Lam. (pau-brasil),
de sementes com tegumento, analisadas pelo teste de tetrazolio, em fungdo da variagdo
na concentracdo do sal e no periodo de incubagdo das sementes. Médias seguidas pela

mesma letra (minusculas nas colunas, maitsculas nas linhas) ndo diferem entre si pelo

teste de Tukey, a 5%.
Tempo de Concentragdo da solucdo Médias
incubacao 0,25% 0,5% 1,0%
Germinacgdo
2 horas 30 60 75 55a
4 horas 55 65 55 58 a
12 horas 50 70 60 60 a
24 horas 35 85 77 66 a
Médias 42 B 70 A 67 A
Coef. var. 21,65%
Pldantulas normais
2 horas 15 30 50 32a
4 horas 40 45 25 37a
12 horas 20 35 40 32a
24 horas 5 10 5 7b
Médias 20B 30 A 30 A
Coef. var. 44,34%
Sementes ndo germindveis
2 horas 45 20 20 28 a
4 horas 20 15 15 17 a
12 horas 35 15 20 23 a
24 horas 55 15 15 28 a
Médias 39 A 16 A 18 A
Coef. var. 44,12%

A combinacdo da concentracdo de 0,25% pelo periodo de 2 horas de incubacdo,
aplicada a sementes de trés qualidades fisioldgicas distintas, mostrou-se eficiente para a

estimativa da germinagdo (tabela 2), uma vez que ndo houve interagdo significativa entre o
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nivel de deterioracdo das sementes e o mecanismo de analise da germinacdo (teste de
germinagdo ou teste de tetrazolio). Contudo, o0 mesmo ndo se pode afirmar para analises mais
aprofundadas da real qualidade das sementes, pois houve interacdo significativa entre aqueles

fatores para as varidveis plantulas normais e sementes mortas (tabela 2).

Tabela 2. Germinagdo (%), desenvolvimento de plantulas normais (%) e porcentagem
de sementes mortas de Caesalpinia echinata Lam. (pau-brasil), de sementes com trés
niveis de deterioragdo, analisadas pelo teste de germinagdo e pelo teste de tetrazolio.
Sementes com tegumento. Médias seguidas pela mesma letra (minusculas nas colunas,

maitsculas nas linhas) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5%.

Nivel de Tipo de teste Meédias
deterioragdo Germinagao Tetrazolio
Germinacgdo

Leve 68 50 59 a
Intermediario 18 12 15Db
Severo 0 0 Oc
Médias 28 A 20 A
Coef. var. 38,65%

Plantulas normais
Leve 38 aA 10 aB -
Intermediario 0 bA 0aA -
Severo 0 bA 0aA -
Coef. var. 97,62%

Sementes mortas
Leve 38 cA 0bB -
Intermediario 82 bA 0 bB -
Severo 100 aA 100 aA -
Coef. var. 8.27%

Novamente, salienta-se a dificuldade na interpretagdo dos resultados do teste de
tetrazdlio, na concentracao 0,25% pelo periodo de duas horas, pela excessiva coloragdo
desenvolvida pelas sementes das trés amostras analisadas. A excessiva coloracao
desenvolvida prejudicou, sobretudo, a visualiza¢ao de pequenas areas com tecido em processo
de deterioragdo, o qual seria caracterizado por coloragdo mais intensa que o tecido viavel

(Franga Neto ef al. 1998).
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Concentracgdo do sal de tetrazolio e periodo de exposi¢cdo de embrides sem tegumento - no
experimento anterior, além dos tratamentos descritos, amostras de sementes foram incubadas
sem o tegumento, ou seja, apenas os embrides. Embora ndo tivessem sido incluidas dentre os
tratamentos, notou-se melhor uniformidade no desenvolvimento de coloracdo ¢ maior
facilidade na analise visual.

Outro aspecto importante observado nos primeiros experimentos ¢ que as sementes
apresentavam tegumentos com trincas (figura 3B), o que provavelmente facilitava a difusdo
da solucdo de tetrazolio para o interior das sementes. Nos experimentos posteriores, com
sementes intactas (figura 3A), notou-se dificuldade naquela difusdo. Assim, nos experimentos
que se seguiram optou-se por incubar embrides (figura 3C), removendo-se o tegumento das
sementes. Os valores do teste de tetrazolio de embrides de pau-brasil sem a presenca de
tegumento estdo apresentados na tabela 3.

Dos periodos e concentragdes analisados, as combinagdes 4, 6 ¢ 8 horas nas
concentragdes 0,125% e 0,25% mostraram-se inadequadas para avaliagdo da qualidade das
sementes. Nestas combinagdes, as sementes analisadas, que apresentaram 52% de germinacao
e 23% de desenvolvimento de plantulas normais pelo teste de germinagdo (portanto apenas
48% de sementes inviaveis), pelo teste do tetrazolio posicionaram mais de 85% dos embrides
na categoria de inviaveis (sementes ndo germinaveis + mortas, tabela 3). Essas combinagdes
desenvolveram nos embrides extensas manchas de colora¢do vermelho-intenso indicando
excesso de tempo na incubagdo e forte concentracdo da solucdo de tetrazolio (figura 3E).

Considerando-se ser a mesma amostra, as variacdes obtidas na coloragdo dos embrides
permitiram definir melhor a combinag@o tempo x concentragdo. O periodo de 8 horas, por
exemplo, considerado excessivo, posicionou cerca de 50% dos embrides na classe 5 (figura
3J), ou seja, embrides que desenvolveram coloragdo vermelho-intenso em sua totalidade. Por
outro lado, o periodo de 1 hora de incubagdo no tetrazdlio desenvolveu uma coloracao

inadequada (figura 3E), pois muitas regides dos embrides estavam descoloridos ou com
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coloracdo amarela, o que os situaria nas classes 7 e 8 (figuras 3M, N).
Os periodos de 2 e 4 horas a 0,075% proporcionaram o desenvolvimento de coloragdo
rosea suave em grandes extensdes dos embrides (figura 3E). Comparando-se os valores do
teste de tetrazolio (tabela 3) com os do teste de germinagdo, descritos acima, o periodo de 2

horas a 0,075% foi o que mais se aproximou dos valores reais.

Tabela 3. Germinacdo (%), desenvolvimento de plantulas normais (%) e
porcentagem de sementes ndo germinaveis de Caesalpinia echinata Lam. (pau-
brasil), obtidos da analise de embrides no teste de tetrazolio, em funcdo da
variagdo na concentracdo do sal e no periodo de incubagdo dos embrides. Médias
seguidas pela mesma letra (mintsculas nas colunas, maiusculas nas linhas) néo

diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5%.

Tempo de Concentragao da solugdo
incubagio 0,075% 0,125% 0,25%
Germinacgdo
1 hora 17 bA 12 aA 5 aA
2 horas 40 aA 15 aB 3aB
4 horas 25 abA 10 aAB 12 aB
6 horas 12 bA 7 aA 7 aA
8 horas 12 bA 5aA 7 aA
Coef. var. (%) 64,41
Plantulas normais
1 hora 3bA 5aA 0 aA
2 horas 20 aA 0aB 0aB
4 horas 7 bA 0 aA 0aA
6 horas 3bA 0aA 0aA
8 horas 5 bA 0aA 0aA
Coef. var. (%) 168,44
Sementes ndo germinaveis
1 hora 80 aA 85 aA 95 aA
2 horas 60 bB 85 aA 97 aA
4 horas 72 abB 90 aA 87 aAB
6 horas 87 aA 92 aA 92 aA
8 horas 87 aA 95 aA 92 aA

Coef. var. (%) 10,32
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A remoc¢do do tegumento apds o pré-condicionamento mostrou-se uma maneira
adequada como preparo das sementes para o teste de tetrazolio. Visando a confirmar a melhor
eficiéncia da remog¢do do tegumento na difusdo da solugdo de tetrazolio para o interior dos
embrides, neste experimento amostras foram incubadas com a presenga de tegumento nos
periodo de 2, 4, 6 e 8 horas; as sementes, neste caso, ndo desenvolveram coloracdo adequada
e uniforme e apenas as extremidades (regido distal) dos embrides coloriram, permanecendo a
parte central descolorida (dados nio apresentados). Provavelmente, a presenca do tegumento
obstruiu a penetracdo da solugdo de tetrazolio nas sementes, inviabilizando a avaliagdo dos
embrides. A remocdo do tegumento também foi fundamental para o desenvolvimento de
coloracdo em sementes de Gleditschia amorphoides Taud., espécie da mesma familia da
estudada no presente trabalho (Caesalpinaceae), conforme reportado por Fogaca et al. (20006).
A temperatura de incubagdo na solucdo de tetrazolio também € um fator fundamental

para o desenvolvimento da coloragdo. As temperaturas inferiores a 35°C (25 e 30°C)
resultaram, nos embrides, em coloragdo desuniforme, freqlientemente apenas nas
extremidades dos embrides, permanecendo descolorido todo o interior do eixo embrionario e
a regido proximal, ndo favorecendo uma avalia¢do confiavel. Por esse motivo, os embrides,
em sua maioria, foram agrupados nas classes 6 e 7 (fotos 3L, M). A incubagdo a 35°C
favoreceu as reacdes das enzimas desidrogenases em sementes de C. echinata com o sal de
tetrazolio desenvolvendo, nos embrides, uma coloracdo mais homogénea, permitindo
diferenciar com clareza as tonalidades de vermelho e agrupar com maior confiabilidade os
embrides nas classes previstas. A incubagdo a 35°C também foi mais adequada para sementes
de Albizia hasslerii (Chodat) Burr. (Zucareli et al. 2001) e Gleditschia amorphoides Taub.

(Fogaca et al. 2006).
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Figura 3. Sementes de Caesalpinia echinata Lam. (pau-brasil) submetidas ao teste de
tetrazolio. A: semente intacta; B: semente com trinca no tegumento; C: embrido; D:
embrido em corte longitudinal; E: embrides coloridos em solucdo de tetrazdlio de diferentes
concentragdes, incubados por diferentes periodos (da esquerda para direita, 0,075%,

0,125% e 0,25%; de cima para baixo, 1, 2, 4, 6 ¢ 8 horas); F-N: classes para avaliacdo de
vigor ¢ viabilidade das sementes pelo teste de tetrazolio (F: classe 1; G: classe 2; H: classe
3; I: classe 4; J: classe 5; L: classe 6; M: classe 7; N: classe 8). Escala = 1cm.
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Obtengdo de sementes com diferentes graus de deterioragcdo - A germinagdo e o vigor das
sementes de pau-brasil diminuiram progressivamente desde o inicio do periodo de
envelhecimento acelerado até o ultimo periodo (72 horas), ora reduzindo apenas a velocidade
de germinacdo, ora a propria protrusdo da raiz primaria. Essas redu¢des foram acompanhadas

de elevacdo no teor de 4gua e no potencial hidrico (tabela 4).

Tabela 4. Teor de agua (%, base umida), potencial hidrico (MPa), germinacdo (%),
desenvolvimento de plantulas normais (%) e indice de velocidade de germinacdo (IVG) de
sementes de Caesalpinia echinata Lam. (pau-brasil) apos diferentes periodos de exposi¢ao ao
envelhecimento acelerado (EA, 42°C, 100% UR). Médias seguidas pela mesma letra ndo

diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5%

TemPo de Téor de Porten.cial Germinacio Pléntulgs VG
exposi¢do ao EA  4gua hidrico normais
0 horas (inicial) 13,8 -52,0 95a 82 a 8,0a
4 horas 17,7 -25,4 88 a 80 a 7,2 ab
8 horas 22,1 -16,9 92 a 72 ab 7,1 ab
12 horas 29,3 -9,8 85 ab 68 ab 5,8 bc
16 horas 32,3 -7,3 75 abc 60 abc 4,8 cd
24 horas 38,0 -5,4 70 abc 45 bed 3,8 cde
48 horas 38,6 -5,1 55 be 35cd 3,2de
72 horas 41,4 -4.4 48 ¢ 30d 24¢

Assim, nos dois primeiros periodos de envelhecimento (4 e 8 horas, tabela 4) ndo
houve queda no vigor ou mesmo na porcentagem de germinagdo, mas ja a partir de 12 horas
de envelhecimento notou-se queda no IVG (tabela 4), indicando ser esse um periodo
adequado para compor amostra com sementes em inicio de deterioragao. De 12 a 16 horas nao
se verificaram alteragdes significativas mas, a partir de 24 horas, os valores de
desenvolvimento de plantulas normais diferiram da testemunha (inicial). Portanto, este
periodo foi considerado também importante para a composicdo das amostras a serem
avaliadas no teste de tetrazolio.

A partir de 48 horas, as sementes comegaram a apresentar queda na porcentagem de

germinagdo, indicando que as sementes passaram a um estagio avancado de deterioracdo, nao
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sendo mais interessante para inclusdo no teste de tetrazélio. Conforme descrito por (Popinigis
1977), a perda da capacidade da germinativa ¢ a ultima etapa do processo de deterioragao,
ocorrendo antes das transformagdes degenerativas como alteragdes bioquimicas, fisicas e
citologicas.

O teor de 4agua e o potencial hidrico durante o envelhecimento (tabela 4) confirmaram
a grande capacidade dessas sementes em embeber rapidamente, conforme descrito
anteriormente. Além disso, ¢ importante ressaltar que a elevagdo do teor de agua de 13,8%
para 29,3% (12 horas) e 38,0% (24 horas) modifica o estado energético da agua nas sementes,
caracterizando a agua tipo 3 (Vertucci & Farrant 1995), com potencial hidrico entre -4 a -11
MPa (tabela 4). Essa modificagdo ¢ importante por indicar respira¢do intensificada, mas os
sistemas de reparos ainda nao sdo ativados e a deterioragdo ¢ acelerada (Marcos Filho 2005).
Concentrag¢do do sal e periodo de exposi¢cdo em lotes de diferentes qualidades - Para
estabelecer a metodologia adequada do teste de tetrazdlio em sementes ¢ necessaria uma
combinagdo entre o pré-condicionamento, a concentragdo ¢ o tempo de exposicdo, tal que
favorega a interpretacdo dos resultados. Desta forma pode-se diferenciar tecidos viaveis, em
deterioragdo e mortos, diferenciando lotes pelo seu nivel de vigor. Pode-se, ainda,
compreender o processo de deterioracdo das sementes e sua relagdo com a germinacdo e
vigor.

Apo6s os resultados descritos nos experimentos anteriores, foram selecionados dois
periodos de envelhecimento acelerado para compor sementes com trés diferentes niveis de
vigor, indicando baixo nivel de deterioragdo, deterioragdo leve e deterioragdo intensa.
Aplicaram-se, a essas sementes, duas concentracdes (0,05% e 0,075%) da solucdo de
tetrazolio e dois periodos de incubagdo (2 e 4 horas). A seguir, procurou-se analisar as
sementes dos trés niveis de vigor segundo as oito classes descritas anteriormente.

A anélise de varidncia ndo apontou interacdo entre os trés fatores (nivel de

deterioragdo, concentragdo da solu¢do e tempo de incubagdo), mas foram significativas as
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interagdes nivel de deterioragdo x concentragdo e nivel de deterioragdo x tempo de incubagdo
para germinagdo e para sementes nao germinaveis (tabela 5).

Verificou-se que o periodo de 2 horas nas concentragdes de 0,05% e a 0,075%
permitiu o desenvolvimento de uma coloracdo adequada que facilitasse a avaliacdo da
germinagdo e do vigor permitindo diferenciar os grupos de sementes de pau-brasil. O periodo
de 4 horas, independentemente da concentragdo, desenvolveu nos embrides coloragdo em
tonalidades mais intensas de vermelho, ndo favorecendo a identificacdo dos embrides e

induzindo a classifica-los como totalmente deteriorados.

Tabela 5. Germinagdo (%), desenvolvimento de plantulas normais (%) e porcentagem de
sementes ndo germinaveis de Caesalpinia echinata Lam. (pau-brasil), de sementes com trés
niveis de deterioracdo (0, 12 e 24 h de envelhecimento acelerado), analisadas pelo teste de
tetrazolio com duas concentragdes do sal em embrides incubados por dois periodos. Médias
seguidas pela mesma letra (minusculas nas colunas, maitsculas nas linhas) ndo diferem entre

si pelo teste de Tukey, a 5%.

Tempo de Concentragdo da solugdo Tempo de incubagdo Médias
envelhecimento 0,05% 0,075% 2 horas 4 horas
Germinagdo
0 horas (inicial) 30 aA 30 aA 39 aA 21 aB -
12 horas 21 aA 18 bA 20 bA 19 aA -
24 horas 22 aA 10 bB 18 bA 15 aA -
Coef. var. (%) 22,66
Pldantulas normais
0 horas (inicial) 12 10 15 8 11,2a
12 horas 6 4 5 5 5,0b
24 horas 5 1 4 2 3,1b
Médias 7,9 A 5,0 A 7,9 A 5,0 A
Coef. var. (%) 87,56
Sementes ndo germindveis
0 horas (inicial) 71 aA 68 bA 60 bB 79 aA -
12 horas 79 aA 85 aA 82 aA &1 aA -
24 horas 78 aB 90 aA 82 aA 85 aA -

Coef. var. (%) 9,98




27

Ambas as concentracdo foram eficientes para as andlises, mas a concentragdo de
0,075% desenvolveu, em alguns embrides, coloragdes mais acentuadas de vermelho,
dificultando avaliagdo mais minuciosa. Como exemplo, a presenga de estrias no eixo
embrionario, tipicas de sementes inviaveis, foram imperceptiveis quando utilizada essa
concentragdo. A solugdo de tetrazodlio a 0,05%, por outro lado, desenvolveu uma tonalidade
de coloragdo mais suave permitindo maior precisdo na avaliagdo, possibilitando identificar a
formacdo de pequenas lesdes e estrias nos cotilédones e no eixo embriondrio. Esta
concentragdo, em sementes de Shizolobium parahyba (Vell.) Blake (Ferreira et al. 2007),
também permitiu avaliar a qualidade dos lotes de sementes de forma eficiente.

As sementes envelhecidas por 12 e 24 horas apresentaram manchas de grande
extensdo de coloragdo vermelho intenso, principalmente na regido central dos cotilédones
(area vascular). Esse comportamento provavelmente deve-se ao fato dessas regides estarem
mais expostas a condig@o de estresse. Como um dos primeiros sinais da deterioragdo ¢ a perda
da integridade das membranas, hd um aumento na difusdo da solug@o de tetrazdlio nos tecidos
(Delouche 2002, Franca Neto ef al. 1998).

A analise de intensidade (rosea a vermelha) e distribuicdo de coloracdo ao longo das
estruturas vitalicias (figura 1) para a germinag¢do da semente permitiu confirmar as oito
classes previstas inicialmente, tornando possivel diagnosticar embrides viaveis, invidveis
(vivos mas ndo germinaveis) e mortos. Dessa forma, para C. echinata, pode-se caracterizar as
sementes como: germinaveis (capazes de produzir plantulas normais), quando inclusas nas
classes 1 e 2; viaveis (capazes de germinar, mas ndo de desenvolver plantulas normais),
quando nas classes 3 e 4; vivas ou, como denominado no presente trabalho, ndo germinaveis
(incapazes de germinar, mas ainda com tecidos vivos), quando nas classes 5, 6 ¢ 7; ¢ mortas,
quando na classe 8. Além disso, quanto menor o nimero da classe, maior o vigor da semente.
Portanto, pela metodologia de analise apresentada no presente trabalho, o teste de tetrazolio,

desenvolvido para sementes de espécies cultivadas, pode também ser utilizado com seguranga
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em sementes de espécies florestais nativas, como as sementes de pau-brasil, contribuindo para
o gerenciamento eficiente de lotes de sementes, principalmente como ferramenta de

preservacao da biodiversidade vegetal.
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CAPITULO 2

Taxa Respiratoria e Viabilidade de Sementes de Caesalpinia echinata Lam.

em Func¢ao do Grau de Hidratacao e de Deterioracio
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Abstract - (Respiration rate and Caesalpinia echinata seed viability at different water status
and seed deterioration).The storage of seeds at high respiration rates, leads to their fast
deterioration, including the reduction in germination and vigor. Water status is of great
importance in this process modifying water activity and metabolic behavior. In this work the
relation between respiration rate and Caesalpinia echinata seed deterioration was analyzed
according to water status changes. Seeds at different deterioration level and different water
content were incubated and analyzed as for water content, water potential, dry mass,
germination and tetrazolium test. Results showed that the higher water content, the higher
both respiration and deterioration.

Key words: hydration, water status, respiration, deterioration
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Resumo: (Taxa respiratoria e viabilidade de sementes de Caesalpinia echinata Lam. em
funcdo do grau de hidratacdo e de deterioragcdo). A respiracdo e a deterioragdo estdo
estreitamente relacionadas, o armazenamento de sementes com a respiragdo ativa intensifica a
deterioragdo causando a perda do vigor e eventuais quedas na germinacdo, sendo o grau de
hidratacdo um dos principais fatores que altera a energia livre da a4gua e o comportamento
metabolico das sementes. O presente estudo tem como objetivo analisar alteragdes na taxa
respiratoria e no estado de deterioracdo das sementes de Caesalpinia echinata Lam.
decorrentes de mudangas no estado energético da agua. Sementes com diferentes niveis de
deteriora¢do e hidratagdo foram incubadas e analisadas quanto ao teor de agua, potencial
hidrico, massa seca, capacidade germinativa e teste de tetrazolio. Os resultados mostraram
que o aumento no grau de hidratacao intensifica a respiracdo, bem como a deterioragao.

Palavras chave: hidratagdo, energia da agua, respiragdo, deterioragdo
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Introducio

Caesalpinia echinata Lam., o pau-brasil, ou ibirapitanga, pertencente a familia
Leguminosae (Caesalpinioideae), € uma espécie nativa do Brasil, de ocorréncia natural desde
o Rio Grande do Norte até o Rio de Janeiro, na floresta pluvial atlantica. Sua madeira, muito
explorada no inicio da colonizagdo brasileira como matéria prima para a obten¢ao de corante
vermelho (brasileina), atualmente vem sendo utilizada na fabricagdo de arcos de instrumentos
musicais com corda (Rocha 2004). Embora outras madeiras estejam sendo empregadas no
comércio nacional para a produgdo de arcos, a madeira de pau-brasil, mundialmente utilizada
nessas confecgdes, apresenta caracteristicas Unicas de ressonancia, densidade e durabilidade
(Angyalossy et al. 2005).

A despeito de sua atual raridade natural, ha diversas iniciativas, publicas e privadas
para a conservagao ex situ da espécie, principalmente no Estado de Sao Paulo (Rocha 2004).
Para que a conservagdo e a utilizacdo da espécie sejam eficientes, a produgdo e
armazenamento de suas sementes como forma de conservagdo ex situ assume um papel
fundamental e, nesse caso, ha necessidade do controle e do conhecimento da deterioracao ao
longo do armazenamento (Barbedo et al. 2008).

As sementes de pau-brasil apresentam comportamento ortodoxo, podendo manter a
germinabilidade e a capacidade de produzir plantulas normais por até 24 meses, quando
armazenadas a -18°C com baixo teor de dgua (Hellmann et al. 2006); contudo, quando
armazenadas a 7°C mantém a germinabilidade por apenas 18 meses e, quando em
temperaturas mais elevadas (25°C), por apenas um a trés meses, ainda que com baixo teor de
agua (Barbedo ef al. 2002). Os processos fisiologicos envolvidos nessa perda de viabilidade
de sementes secas de C. echinata ainda ndo foram esclarecidos mas podem estar relacionados
com a respira¢do das sementes e conseqiiente consumo de reservas, com reagdes quimicas
como a peroxidagdo lipidica e a atividade de espécies reativas de oxigénio ou, ainda, com a
acdo de microrganismos (Vertucci & Ross 1990, Villela & Peres 2004, Rajjou & Debeaujon
2008).

O controle do teor de agua tem importante papel para minimizar o processo de
deterioracdo das sementes durante o armazenamento. Ao final da maturacdo, as de
comportamento ortodoxo passam por reducdo acentuada no teor de agua, resultando em baixo
metabolismo e paralisagdo do crescimento. Dessa forma, essas sementes entram num estado
de criptobiose. Com o inicio da hidratacdo (embebi¢do), a primeira atividade metabolica a ser

intensificada, para a retomada do crescimento, ¢ a respiracdo (Labouriau 1983).
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A respiragdo das sementes esta estritamente relacionada com a agua. Em linhas gerais,
durante a embebicdo a respiragcdo apresenta um comportamento trifasico. A fase I ¢ marcada
por um acentuado consumo de oxigénio e producdo de dioxido de carbono, com ativagdo e
hidratacdo de enzimas das mitocondrias; a fase Il apresenta um lento acréscimo no consumo
de oxigénio, mas ha hidratagdo completa dos cotilédones; ja na fase III ocorre uma retomada
acentuada no consumo de oxigénio, mobiliza¢do de reservas, divisdo celular e crescimento do
eixo embrionario (Bewley & Black 1994).

A atividade respiratoria € a principal produtora de energia para a continuidade do
metabolismo. Ao nivel celular, a respiracdo ¢ dividida em trés etapas: glicolise, ciclo de Krebs
e cadeia de transporte de elétrons. Na presenca de oxigénio (respiracdo aerobica) ha ganho
energético de 36 moléculas de ATP e também ocorre a formagdo de agua; ja na auséncia de
oxigénio (respiragdo anaerobica), o ganho energético ¢ de 2 moléculas de ATP e ocorre a
formacao de compostos toxicos, como o acido latico e o etanol (Taiz & Zeiger 1998, Kader &
Saltveit 2002, Buckeridg et al. 2004).

A qualidade das sementes ¢ maxima por ocasido da maturidade fisiologica; a partir
deste momento, as sementes mantidas armazenadas comecam a entrar em processo de
deteriorag@o e continuam até perder sua capacidade de germinar. A duracdo deste processo €
determinada principalmente pela interacdo entre a heranca genética, o grau de hidratagdo e a
temperatura (Delouche 2002). A deterioracdo proporciona alteracdes fisiologicas,
bioquimicas, fisicas e citologicas, determinando a queda do vigor, culminando com a morte
da semente (Marcos Filho 2005).

Durante a deterioragdo ocorrem muitas alteracdes, tais como: danificagdo aos sistemas
de membranas, diminuicdo na atividade respiratoria e na producdo de ATP, mudancas na
atividade de enzimas, reducdo de tecidos de reserva, alteragdes nos cromossomos ¢ danos no
DNA, mudangas na sintese de RNA e de proteinas e alteragdes e desnaturagdo de organelas,
como mitocOndria, plastidio, reticulo endoplasmatico, ribossomo, entre outras (Smith &
Berjak 1995).

A velocidade da deterioracdo pode ser controlada em fungdo da longevidade natural,
da composicdo quimica e das diferengas genéticas, aliadas a qualidade inicial, grau de
umidade e as condi¢des do ambiente (Carvalho & Nakagawa 1983, Popinigis 1985, Marcos
Filho 2005).

A deterioragao ¢ manifestada nas sementes através de uma seqiiéncia de eventos que
ocorrem aos niveis bioquimico e fisiologico. O primeiro evento da deterioragdo € a
danificacdo dos sistemas de membranas, seguido por danificagdo dos mecanismos energéticos

e de sintese, sendo estes eventos caracteristicos de manifestagdes bioquimicas. A medida que
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a deterioragdo avanga diminuem a resisténcia ao armazenamento, a velocidade de germinagao
e o numero de plantulas normais desenvolvidas. Essas manifestagdes que ocorrem nas
sementes antes e apos a retomada do crescimento podem ser diagnosticadas por testes, como
o de germinacao, de tetrazolio e pela taxa respiratoria.

A deterioracdo ¢ algo inevitavel, mas seus efeitos podem ser minimizados durante o
armazenamento como, por exemplo, diminuindo-se seu teor de agua como meio de reducdo
da atividade metabolica, com reflexos sobre os niveis de respiragdo do embrido (Carvalho &
Nakagawa 2000). O aumento ou diminui¢do no grau de hidratagdo das sementes modifica o
estado energético da agua, bem como o tipo de ligacdo da agua, levando a mudangas no
metabolismo da semente (Bradford 1995).

Existem niveis de hidratacdo que podem ser considerados como criticos para o
armazenamento de sementes. Abaixo de 8% ou em potencial hidrico inferior a -150 MPa, por
exemplo, o metabolismo oxidativo ¢é restrito, mas as protecdes contra os radicais livres sdao
reduzidas; entre 9% e 20% de agua (equivalente a -11 a -150 MPa) hd o reinicio das
atividades oxidativas, porém os constituintes celulares estdo suscetiveis a degradagao; de 21%
a 33%, com potencial hidrico entre -4 a -11 MPa, a respiragao ¢ intensificada, ocorre sintese
de proteinas ¢ de acidos nucléicos, mas os sistemas de reparos ainda nao sdo ativados
(Vertucci & Farrant 1995).

O estado da agua afeta a natureza e a cinética das reagdes metabolicas, levando a crer
que os mecanismos da deterioragdo de sementes diferem para cada nivel de hidratacdo da
semente durante o armazenamento (Villela & Marcos Filho 1998).

Diante do exposto, o presente trabalho tem como objetivo analisar alteragdes na taxa
respiratoria ¢ no estado de deterioracdo das sementes de Caesalpinia echinata Lam.

decorrentes de mudancgas no estado energético da agua.

Material e Métodos

Material vegetal - As sementes de Caesalpinia echinata Lam. foram obtidas de frutos
maduros (Borges et al. 2005) colhidos em dezembro de 2006 e de 2007 na Reserva Bioldgica
e Estagdo Experimental de Mogi-Guagu, em Mogi-Guagu, SP (22°15-16'S, 47°8-12"W),
aproximadamente entre 15 a 20 matrizes. Os frutos foram mantidos ao sol, sobre base de
alvenaria, cobertos por sombrite, para abertura espontanea. A medida que as sementes foram
liberadas dos frutos, foram armazenadas em camara fria a 7°C até o inicio dos experimentos

(Bilia et al. 1998, Barbedo et al. 2002), ndo excedendo 14 dias.
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Determinagoes fisicas e fisiologicas - As sementes foram caracterizadas, inicialmente, quanto
ao teor de agua, conteudo de massa seca, potencial hidrico (apenas dos embrides) e
germinagdo. O teor de agua e o conteudo de massa seca foram determinados gravi-
metricamente, pelo método de estufa a 103°C por 17 horas (Ista 1985), sendo os resultados
apresentados em porcentagem, em base Umida, para teor de d4gua e em mg.semente”, para
massa seca (Brasil 1992).

O potencial hidrico foi medido, em embrides sem tegumento, por meio de
potenciometro WP4 (Decagon Devices, Pullman, EUA), basendo-se na temperatura do ponto
de orvalho do ar em equilibrio com a amostra examinada. A aferi¢do do potencial foi
realizada por meio de isotermas de sor¢do de agua em solugdes de polietileno glicol 6000.

O teste de germinagdo foi conduzido conforme recomendacdes de Mello & Barbedo
(2007), em germinadores MA400 (Marconi, Piracicaba, Brasil), com 100% de umidade
relativa do ar e regulados para a temperatura constante de 25°C, com luz continua. O teste foi
conduzido em rolo de papel Germitest, com duas folhas para base e uma para cobertura
(Brasil 1992). As avaliagdes de germinacdo foram realizadas diariamente, durante 15 dias,
sendo registradas as sementes que emitiram raiz primadria (para o calculo da germinagéo) e as
que mantiveram a capacidade de producdo de plantulas normais (para o calculo do
desenvolvimento de plantulas normais). Foi calculado, ainda, o indice de velocidade de
germinac¢do (IVG), conforme férmula de Maguire (1962).

A qualidade fisiologica das sementes foi analisada, também, pelo teste de tetrazolio,
segundo metodologia e categorias descritas no capitulo anterior. Para tanto, as sementes
foram pré-condicionadas em agua, pelo periodo de 2 horas a 25°C; a seguir, tiveram seu
tegumento removido e foram incubadas na solug@o de tetrazolio a 0,05% por 2 horas a 35°C
na auséncia de luz.

Baseando-se nas oito categorias estabelecidas no teste de tetrazdlio foram calculadas,
também, as estimativas de distribuicdo de freqiiéncia de tecidos viaveis, deteriorados e
mortos, considerando-se a soma dos tecidos de todas as sementes. Para tanto, inicialmente
foram estabelecidas porcentagens de areas viaveis, deterioradas e mortas para cada semente
dentro de cada categoria, conforme o que se segue:

Categoria 1: 100% de areas viaveis;

Categoria 2: 90% de areas viaveis, 10% de deterioradas;
Categoria 3: 70% de areas viaveis, 30% de deterioradas;
Categoria 4: 50% de areas viaveis, 50% de deterioradas;
Categoria 5: 10% de areas viaveis, 90% de deterioradas;

Categoria 6: 10% de areas viaveis, 50% de deterioradas, 40% de mortas;
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Categoria 7: 30% de areas deterioradas, 70% de mortas;
Categoria 8: 100% de areas mortas.

Apo6s a distribuicdo das sementes de cada tratamento nas categorias foram, entdo,
calculadas as areas totais de tecidos vivos, deteriorados € mortos de toda a amostra de
sementes, ou seja, a distribuicdo de freqiiéncia de tecidos vivos, deteriorados e mortos da
amostra.

O consumo de oxigénio (O,) e a producdo de dioxido de carbono (CO,) foram

determinados em analisador modelo 6600 (Illinois Instruments, Inc., Johnsburg, EUA). O O,
foi mensurado por sensor potenciométrico, com eletrolito solido cerdmico na forma de tubo a
base de oxido de zirconio (ZrO;), onde interna e externamente sdo depositados dois eletrodos.
A zirconia possui a habilidade de conduzir ions de oxigénio em temperaturas superiores a
650°C. A medida é dada mediante a diferenca de potencial da pressdo parcial do oxigénio
entre os dois eletrodos (Steil et al. 2002, Caproni 2007). O sensor de dioxido de carbono ¢ um
infravermelho, baseando-se na absor¢do, pelo CO,, de radiacdo no espectro do vermelho. Os
valores sdo expressos em porcentagem da amostra de ar tomada.
Acondicionamento das sementes - Amostras de sementes de C. echinata foram
acondicionadas em embalagens de vidro de 600mL, hermeticamente fechados, com tampas
perfuradas, formando orificios que foram recobertos por um septo de borracha; por este septo
foram inseridos os eletrodos do equipamento por onde foi tomada a amostra do ar da
embalagem. Antes da introdugdo das sementes nas embalagens, foram determinados as
massas fresca e seca totais (g), o teor de agua e o potencial hidrico dessas sementes; o volume
total do ar das embalagens foi determinado segundo o principio da hidrostatica para que se
calculasse o volume resultante de ar apos descontado o volume ocupado pelas sementes.

O fechamento das embalagens foi determinado como sendo o inicio do experimento, o
tempo zero correspondendo a atmosfera normal (21% de oxigénio e 0,03% de didxido de
carbono). O consumo de O, ¢ a producao de CO, pelas sementes embaladas foram estimados
pela diferenca entre os valores medidos e os da atmosfera normal. Apos cada medida, as
embalagens eram abertas por alguns minutos para re-equilibrio com a atmosfera normal
sendo, em seguida, novamente fechadas para a continuidade do experimento. Considerando-
se a pressao atmosférica local como 0,90 atm (A. B. Pereira, Universidade Estadual de Ponta
Grossa, 2007, comunicagdo pessoal), os valores obtidos em porcentagem de O, ou de CO,
foram convertidos para pressao parcial do gas, segundo a foérmula p/P=v,%/V% (Feltre
1985), onde:

p1 = pressdo parcial do gas (em atm);

P = pressao atmosférica local (=0,90 atm);
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v1% = volume do gas, em porcentagem;

V% = volume total (=100%).

A seguir, baseando-se no volume das embalagens e na temperatura registrada em cada
avaliagdo, os valores foram convertidos para umol de O, e de CO,, pela equacdo de
Clapeyron, p;V=nRT, onde:

V = volume total de ar do frasco (em L)

n = numero de moles do gas

R = constante universal dos gases perfeitos (0,082 atm.L.mol" . K™)

T = temperatura (em Kelvin)

Baseando-se em experimentos prévios da média de consumo didrio de O, (e de
liberacdo de CO;) pelas sementes de Caesalpinia echinata (dados nao apresentados),
estabeleceu-se o intervalo de dez dias entre as avaliagdes. Os valores obtidos nas avaliacdes
foram somados e divididos pela massa seca total da amostra de sementes e pelo nimero de
dias em que as sementes permaneceram nas embalagens, obtendo-se o valor expresso em
micromol por grama de massa seca por dia (umol.gMS™.d™"). Foi calculado, também, o
quociente respiratorio (QR), dividindo-se o valor obtido para produgdo de CO, pelo obtido
para consumo de O, (QR=C0,.0,™"), ambos em urnol.gMS'l.d'l, segundo descrito por Kader
& Saltveit (2002).

Taxas respiratorias e viabilidade de sementes com diferentes niveis de hidratagdo - sementes
colhidas em 2006, com 6% de agua (nivel inicial), foram acondicionadas em caixas plasticas
tipo gerbox (11,5x11,5x3,5cm) com 100% UR, a 25°C, procurando-se obter sementes com
14%, 18%, 22% e 26% de agua. Os dois primeiros niveis de hidratacdo basearam-se na faixa
descrita por Carvalho & Nakagawa (1983) como sendo de respirag@o ativa e na descrita por
Vertucci & Farrant (1995) como sendo de inicio de atividades oxidativas; para os dois
ultimos, baseou-se na mudanca do estado energético da dgua nas sementes (Marcos Filho
2005), correspondendo a grande alteragdo na atividade fisiologica das sementes e inicio da
sintese de proteinas e acidos nucléicos (Vertucci & Farrant 1995). Imediatamente apds
atingido cada nivel, as sementes foram acondicionadas nas embalagens descritas acima e
incubadas a 25°C e 35°C. Além das avaliagdes de O, e CO,, descritas anteriormente, ao final
de 30 dias as sementes foram submetidas aos testes de germinagdo e de tetrazolio, bem como
avaliadas quanto ao teor de agua, potencial hidrico e contetido de massa seca.

Taxas respiratorias e viabilidade de sementes com diferentes niveis de deteriora¢do - uma
vez analisada a relagdo entre o grau de hidratagdo das sementes ¢ a taxa respiratéria, em
sementes vigorosas, avaliaram-se mudangas nessa relagdo em sementes submetidas a

diferentes graus de deterioragao.
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Para tanto, sementes foram colhidas em 2007, diretamente de frutos pré-deiscentes
Borges et al. (2005), consideradas vigorosas. Parte dessas sementes foram submetidas a
envelhecimento artificial, em gerbox com 100% UR, a 42°C por 12 horas, segundo
metodologia descrita por Marcos Filho (1994). Neste mesmo ano foram coletadas sementes
recém-caidas ao solo, consideradas deterioradas naturalmente. Parte destas sementes também
foi submetida ao mesmo envelhecimento acelerado. Dessa forma, foram obtidos quatro niveis
de deterioracdo de sementes: vigorosas, vigorosas envelhecidas, deterioradas e deterioradas
envelhecidas. As sementes de cada tratamento foram analisadas quanto ao teor de agua,
potencial hidrico, conteudo de massa seca, germinacdo e, também, submetidas ao teste de
tetrazolio.

Em seguida amostras das sementes de cada tratamento foram submetidas a hidratagdo
at¢ que atingissem 10%, 14% e 16% de 4gua, conforme descrito anteriormente e
acondicionadas em frascos de vidro com fechamento hermético, a 13°C, durante 60 dias; a
cada 10 dias foram tomadas as medidas do consumo de oxigénio e de producao de dioxido de
carbono. Ao final dos 60 dias, as sementes foram analisadas quanto a teor de 4gua, potencial
hidrico, conteudo de massa seca, germinagdo e submetidas ao teste de tetrazolio.
Delineamento experimental e procedimento estatistico - O delineamento experimental para
todos os experimentos foi inteiramente casualizado, com 3 repeti¢des. Os dados obtidos para
teor de 4gua, conteudo de massa seca, potencial hidrico, germinacdo, desenvolvimento de
plantulas normais, consumo de O, e producido de CO; e analise pelo teste de tetrazolio foram
submetidos a analise de variancia (teste F), ao nivel de 5% de probabilidade. Quando
pertinente, as médias foram comparadas entre si pelo teste de Tukey, também ao nivel de 5%
e, quando necessaria a correcdo da normalidade e da heterogeneidade, os valores foram
transformados para arc sen (%)" (Santana & Ranal 2004). A analise estatistica dos valores de

potencial hidrico foi realizada com os dados sendo considerados em maodulo.

Resultados e Discussio

Taxas respiratorias e viabilidade de sementes com diferentes niveis de hidratagdo - A analise
de variancia dos dados de teor de agua e de potencial hidrico para sementes de Caesalpinia
echinata apresentou interagao significativa para nivel de hidratacdo e periodo de incubagio ¢
para temperatura e periodo de incubacao.

Os valores de teor de agua efetivamente atingidos pelas sementes apos a hidratacao
controlada (tabela 1) ficaram muito proximos aos pretendidos inicialmente (6%, 14%, 18%,

22% e 26%), abrangendo trés estados energéticos da agua, tipos 1, 2 e 3 (Vertucci & Farrant
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1995), ou seja, < -150 MPa, -150 a -11 MPa e -11 a -4 MPa, respectivamente. Os teores de
agua pouco se modificaram apo6s os 30 dias de incubagdo nos frascos herméticos e os
correspondentes estados energéticos apresentaram mudangas pequenas, exceto para os dois

niveis mais baixos de hidratacao (tabela 1).

Tabela 1. Teor de agua (%, de base umida) e potencial hidrico (-MPa) de sementes de
Caesalpinia echinata Lam., incubadas com cinco niveis de hidratacdo por 30 dias a 25 e 35°C.
Meédias seguidas pela mesma letra (minusculas dentro das colunas, maiusculas dentro de

linhas) nao diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5%.

Temperatura Teor de agua (%) Potencial hidrico (-MPa)
(°O) antes da incubagdo  incubadas antes da incubagdo incubadas
25 16,8 bB 18,3 aA 51,25 aA 44,34 bB
35 17,7 aB 18,4 aA 50,87 aA 50,57 aA
Hidratagéo
6% 5,7¢eA 5,6 eA 180,67 aA 146,50 aB
14% 14,6 dA 14,6 dA 27,76 bB 39,37 bA
18% 18,1 cB 19,0 cA 21,53 bcA 24,55 cA
22% 22,3 bB 23,4 bA 15,30 cdA 17,20 cdA
26% 25,0 aB 29,2 aA 10,04 dA 9,68 dA
Coeficiente de variagdo (%) 4,00 11,40

As taxas respiratorias das sementes de C. echinata hidratadas de 6% até 14% foram
baixas e bastante semelhantes nas temperaturas de 25°C e 35°C (figura 1). Contudo, para
teores de 4dgua mais elevados o aumento da temperatura de 25°C (figura 1A) para 35°C
(figura 1A) intensificou a taxa respiratoria até 22% de dgua, quando as sementes apresentaram
tendéncia a estabilizar consumo e produg¢do de O, e CO,, respectivamente. Quando as
sementes atingiram 26% de agua, o consumo ultrapassou 10 MmOIOQ.gMS_l.d_l a 35°C (figura
1B), mas ficou abaixo de 8 umolO,.gMS™.d™" a 25°C (figura 1A).

O quociente respiratorio (QR) ¢ um parametro utilizado para indicar qual via
respiratoria esta sendo usada na oxidagdo de um substrato. Valores de QR proximos ou iguais
a 1, como os que ocorreram nas sementes do presente trabalho com teores de agua superiores

a 14% (figura 1), indicam que as vias aerdbicas estdo sendo utilizadas; ja valores acima de 1
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(ndo identificados nos resultados obtidos) indicam a ativag¢@o das vias anaerobicas (Labouriau

1983, Kader & Saltveit 2002, Saquet & Streif 2002).
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Figura 1. Consumo de O, (X, linha tracejada) e produgdo de CO, (A, linha cheia) por sementes de
Caesalpinia echinata Lam. com diferentes teores de dgua, incubadas por 30 dias em frascos de
vidro com fechamento hermético, a 25°C (A) ou 35°C (B). Valores expressos em média diaria por
grama de massa seca de sementes.

Através do QR ¢é possivel, também, estimar qual substrato esta sendo utilizado na
respiragdo. Na oxidagdo completa de um carboidrato tem-se o QR igual a 1, na de um acido
(como o malico, o citrico e o glutamico) o QR ¢ maior do que 1 e quando os substratos
iniciais sdo os acidos graxos, como em sementes oleaginosas, o valor do QR ¢ inferior a 1. Tal
diferenga ocorre em fung@o da molécula a ser oxidada ter ou ndo em sua estrutura a presenga
de oxigénio, exigindo respectivamente menor ou maior quantidade desse elemento (Labouriau
1983).

Os resultados de consumo de O, de sementes de C. echinata em relagio a producao de
CO, (figura 1), cerca de 50 vezes maior em sementes com 6% de agua e 4 vezes maior
quando com 14%, geram QR bastante inferior a 1 sugerindo, portanto, uma possivel utiliza¢ao
de acidos graxos como substrato para a respiracdo dessas sementes. Conforme demonstrado
por Mello (2008), as sementes de C. echinata apresentam teores relativamente elevados de
acidos graxos (17%). Contudo, nesses niveis de hidratagdo também podem ter ocorrido
reagOes oxidativas diferentes da respiracao aerdbica (Vertucci & Leopold 1987, Walters ef al.
2002), tais como a peroxidacdo de lipidios e a oxidacdo de compostos fenolicos presentes no
tegumento, processos estes que reduzem a molécula de oxigénio. Especialmente em teores de

agua abaixo de 9%, ha mudangas no metabolismo das sementes que, além da restri¢do na



45

atividade respiratoria, tém diminuida a protecdo contra os radicais livres, favorecendo o
aumento da autoxidagdo de lipidios, reacdo que envolve a reducdo do oxigénio (Vertucci
1989, Marcos Filho 2005). Vertucci (1989) também observou QR abaixo de 1 em sementes de
soja com teores de agua inferiores a 10% e atribuiu o consumo de O; a reagdes oxidativas ndo
resultantes de transporte de elétrons na mitocondria ou na glicdlise.

Apo6s 30 dias de incubagdo nos frascos de vidro com fechamento hermético foi
possivel observar a perda da capacidade germinativa das sementes, em ambas as
temperaturas, porém mais acentuada a 35°C (tabela 2). Inicialmente, as sementes
apresentavam 73% de germinacdo com 40% das sementes capazes de produzir plantulas
normais. Apds 30 dias, nas sementes com 6% de agua, incubadas a 25°C, a germinagdo caiu
para 53%, com 20% das sementes capazes de produzir plantulas; quando a 35°C, a

germinagdo caiu para 27% e o desenvolvimento de plantulas normais para 3% (tabela 2).

Tabela 2. Germinacdo (%), desenvolvimento de plantulas normais (%) e avaliacdo da
viabilidade pelo teste de tetrazdlio (TZ) de sementes de Caesalpinia echinata Lam.,
incubadas com cinco niveis de hidratacdo a 25 e 35°C, durante 30 dias. Médias seguidas pela
mesma letra (minusculas dentro das colunas, maitisculas dentro de linhas) ndo diferem entre

si pelo teste de Tukey, a 5%.

Temperatura de Niveis de hidratagao
incubacao 6% 14% 18% 22% 26%
Germinagdo (%)
25°C 53 aA 10 aB 0aC 0aC 0aC
35°C 27 bA 0bB 0aB 0 aB 0 aB
Coeficiente de variagdo. (%) 25,23
Plantulas normais (%)
25°C 20 aA 0aB 0aB 0aB 0aB
35°C 3bA 0aA 0 aA 0 aA 0aA
Coeficiente de variacdo. (%) 127,25
Viaveis em TZ (%)
25°C 47 aA 17 aB 0aC 0aC 0aC
35°C 30 bA 0bB 0aB 0aB 0aB

Coeficiente de variacdo. (%) 27,09
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Essa diferenga na capacidade germinativa e na taxa respiratoria a 25 e 35°C entre as
sementes ndo hidratadas, demonstra como o aumento da energia térmica intensifica o
processo respiratorio e a deterioragdo. O aumento da taxa respiratoria nas condicdes de
armazenamento acelera o consumo de reservas, levando a rapida senescéncia dos tecidos, o
que implica no consumo de matéria seca e na promogao da germinacao e no desenvolvimento
das sementes (Carneiro & Aguiar 1993). No presente trabalho, ndo foi possivel detectar
variagdes significativas na massa seca das sementes dos diferentes tratamentos, que
apresentaram média geral de 0,255 mg.semente”. Contudo, ficou evidente a diferenca na
evolucdo da deterioragdo de tecidos das sementes incubadas com diferentes teores de agua
(tabela 2).

As sementes hidratadas até 14% de agua, apds 30 dias de armazenamento a 25°C,
ainda apresentavam germinacdo, mas as incubadas a 35°C perderam totalmente sua
capacidade germinativa. Com hidratacdo acima de 14%, em ambas as temperaturas as
sementes perderam totalmente a capacidade germinativa apos os 30 dias de incubagdo (tabela
2). Temperaturas elevadas favorecem a desorganizagdo dos sistemas de membranas, bem
como a desnaturacdo e reducdo da atividade de enzimas, comprometendo assim o
metabolismo dos tecidos (Taiz & Zeiger 1998). Tal fato pode ter contribuido para a reducao
mais acentuada da germinag@o observada para sementes incubadas a 35°C.

A diminuicao da atividade enzimatica a 35°C foi constatada em sementes de Coffea
arabica L. (café) por Lima et al. (2004), que verificaram diminui¢do da atividade da isocitrato
desidrogenase (IDH), enzima atuante no ciclo de Krebs. A atividade das desidrogenases
também foi analisada no presente trabalho pelo teste do tetrazolio, possibilitando verificar que
o aumento da respiracdo durante o armazenamento condicionou as sementes de C. echinata a
diferentes niveis de deterioragao.

Através da distribui¢do da freqiiéncia de perda da vitalidade dos tecidos (figura 2A)
verificou-se que os embrides armazenados a 25°C, com 18% de agua, mesmo ndo estando
mais vidveis (tabela 2), ainda apresentavam grandes extensdes de tecidos vivos
desenvolvendo coloracdo vermelha intensa (figura 3); ja embrides com 26% de agua
apresentavam mais de 81% de tecidos mortos (figura 2A), porém com aspectos de viaveis,
permanecendo integros quando hidratados (figura 3).

Quando incubados a 35°C, a partir de 18% de dgua os embrides apresentavam poucas
extensoes de tecidos vivos (figura 2B) e, além disso, ja com aspecto de tecido deteriorado
(figura 3); neste mesmo nivel de hidratacdo, os tecidos que ja estavam mortos apresentavam

aspectos de tecido completamente degradado (figura 3).
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Figura 2. Distribuicdo das freqiiéncias de tecidos viaveis (rosa), deteriorados (vermelho) e mortos
(cinza), obtidos do teste de tetrazolio, de sementes de Caesalpinia echinata Lam. com diferentes
teores de agua, incubadas por 30 dias, em frascos de vidro com fechamento hermético, a 25°C (A)
ou 35°C (B).

Figura 3. Embrides de Caesalinia echinata Lam. ap6s o teste de tetrazolio. Da esquerda para a
direita, embrides de sementes incubadas com teores iniciais de agua de, respectivamente, 6%,
14%, 18%, 22% e 26%. Linha superior: incubag¢ao a 25°C; linha inferior: 35°C. Escala = 1cm.
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A analise conjunta dos resultados de taxas respiratdrias (por meio do consumo de O, ¢
emissdo de CO,, (figura 1) e das imagens obtidas no teste de tetrazolio (evidenciando a
dimensdo e localiza¢do de tecidos vidveis, deteriorados e mortos, figuras 2 e 3) permitiu
melhor compreensdo do comportamento respiratério e da deterioracdo das sementes de
Caesalpinia echinata Lam. Dessa forma, verificou-se que as maiores taxas respiratorias dos
niveis intermediarios de hidrata¢do favoreceram o desenvolvimento de tecidos de coloracdo
vermelha intensa, ou seja, em acelerado processo de deterioracdo. Por outro lado, pequenas
redugdes nessas taxas respiratorias, nas sementes com 26% de dgua, podem ser resultado da
grande quantidade de tecidos mortos (figuras 2 e 3). Ou seja, o aumento da taxa respiratoria
das sementes de C. echinata em funcdo de mudancas no estado energético da agua
gradativamente favoreceu o avanco da deterioracdo que, ao final, culminou com a morte de
tecidos e perda completa da capacidade germinativa das sementes. A associa¢do das taxas
respiratorias obtidas com as mudangas observadas nas caracteristicas dos tecidos das
sementes estdo em acordo, também, com a seqiiéncia de eventos descrita por Delouche
(2002).

A intensa atividade respiratéria e de consumo de reservas podem determinar a reducao
acentuada da disponibilidade destas, bem como promover metabolismo desordenado, com
liberacdo e atividade de radicais livres (Barbedo & Marcos Filho 1998). A redugdo da
capacidade germinativa das sementes de C. echinata (tabela 2) e o aumento de tecidos
deteriorados e mortos (figura 3) sdo reflexos desse metabolismo desordenado.

Pelo teste de tetrazolio (figura 3) foi verificado que a rapida deterioracdo das
sementes, durante a incubagdo, foi acompanhada de deterioragdo de boa parte da regido
proximal (ver capitulo anterior), de toda a extensdo do eixo embriondrio e da parte mais
externa do embrido (figura 3). Estas lesoes poderiam justificar, portanto, a baixa capacidade
de conservacdo da viabilidade de sementes de C. echinata quando armazenadas em
temperaturas superiores as de congelamento, ainda que com reduzido teor de agua, conforme
descrito por Barbedo et al. (2002) e por Hellmann et al. (2006).

Taxas respiratorias e viabilidade de sementes com diferentes niveis de deterioragdo - as
caracteristicas iniciais dos grupos de sementes submetidos a diferentes processos de
deterioragdo estdo apresentadas nas tabelas 3, 4 ¢ 5. Para este experimento todo o material foi
incubado a 13°C, baseando-se no estreitamento da relacdo entre consumo de O, ¢ o ganho
energético oriundo da elevagdo da temperatura. Esta relagao foi obtida no estudo que analisou

os efeitos da energia térmica sobre a respiracao das sementes (vide capitulo seguinte).
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Tabela 3. Teor de agua (%, base umida) de sementes de Caesalpinia echinata Lam., de
quatro niveis de deterioracdo, sem ou apds dois niveis hidratacdo, inicial e apos 60 dias de
incubacdo a 13°C. Médias seguidas pela mesma letra (minusculas dentro das colunas,

maiusculas dentro de linhas) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5%.

Niveis de deterioracdo Niveis de hidratagdo
10% 14% 16%
Vigorosas 10,25 aC 13,08 aB 14,21 cA
Vigorosas envelhecidas 10,58 aC 13,42 aB 15,69 abA
Deterioradas 10,27 aB 14,17 aA 14,61 bcA
Deterioradas envelhecidas 10,75 aC 13,20 aB 15,87 aA
Antes da incubacao 10,22 cA 13,96 bA 15,81 aA
Incubadas 10,70 cA 13,00 bB 14,38 aB
Niveis de deterioragdo
Vigorosas Vi gorosas Deterioradas Deteriorgdas
envelhecidas envelhecidas
Antes da incubacao 13,33 aA 13,58 aA 12,87 aA 13,55 aA
Incubadas 11,70 aB 12,92 aA 13,16 aA 12,99 aA
Coeficiente de variagdo 5,84

Os valores de teor de agua, potencial hidrico, germinagdo e vigor apresentados nessas
tabelas demonstraram o sucesso na uniformidade da aplicagdo do envelhecimento acelerado e
na obten¢do de sementes com quatro niveis distintos de qualidade fisiologica sendo, da maior

para a menor, vigorosas, deterioradas, vigorosas envelhecidas e deterioradas envelhecidas.

Tabela 4. Potencial hidrico (-MPa) de sementes de Caesalpinia echinata Lam., de dois niveis
de hidratacdo e quatro niveis de deterioracao (V: vigorosas; VE: vigorosas envelhecidas; D:
deterioradas; DE: deterioradas envelhecidas), antes ¢ apds 60 dias de incubacdo a 13°C.
Médias seguidas pela mesma letra (mintsculas dentro das colunas, maitsculas dentro de

linhas) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5%.

Incubacéo Niveis de hidratacdo
10% 14% 16%
Antes da incubacao 81,70 aA 37,13 bB 29,95 bC
Incubadas 62,34 bA 49,00 aB 41,78 aC
Niveis de deterioragao
Vv VE D DE
52,26 A 48,98 B 50,33 AB 48,69 B

Coeficiente de variagdo 8,73
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Tabela 5. Germinagdo (%), desenvolvimento de plantulas normais (%), indice de velocidade
de germinacdo (IVG) e avaliagdo da viabilidade pelo teste de tetrazolio de sementes de
Caesalpinia echinata Lam., de quatro niveis de deterioragdo e trés niveis hidratagdo, apos 60
dias de incubacao a 13°C. Médias seguidas pela mesma letra (minusculas dentro das colunas,

maiusculas dentro de linhas) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5%.

Niveis de deterioracdo Valores Niveis de hidratacdo
iniciais 10% 14% 16%
Germinagdo (%)
Vigorosas 71 51 aA 13 aB 5aB
Vigorosas envelhecidas 29 20 bA 7 aB 0aB
Deterioradas 69 49 aA 13 aB 5aB
Deterioradas envelhecidas 20 7 bA 2 aB 0aB
Coeficiente de variagdo (%) 41,73
Plantulas normais (%)
Vigorosas 58 24 aA 5aB 2 aB
Vigorosas envelhecidas 24 S5cA 0 aA 0aB
Deterioradas 62 15 bA 7 aB 0aC
Deterioradas envelhecidas 9 0cA 0aA 0aA
Coeficiente de variagdo (%) 65,71
G
Vigorosas 5,33 2,37 aA 0,58 aB 0,22 aB
Vigorosas envelhecidas 1,33 0,92 bA 0,33 aB 0aB
Deterioradas 5,08 2,49 aA 0,60 aB 0aB
Deterioradas envelhecidas 1,01 0,27 cA 0,07 aA 0aA
Coeficiente de variagdo (%) 35,81
Viaveis em TZ (%)
Vigorosas 56 49 aA 11 aB 9aB
Vigorosas envelhecidas 24 16 bA 7 aAB 0aB
Deterioradas 53 38 aA 9 aB 7 aB
Deterioradas envelhecidas 18 9 bA 4 aA 5aA
Coeficiente de variagdo (%) 50,72

Tanto as sementes vigorosas quanto as deterioradas apresentaram comportamento
similar na cinética dos gases, aumentando a taxa respiratoria com a elevacao do teor de agua
(figura 4A, C). Nota-se, ainda, consumo de oxigénio mais acentuando no nivel mais elevado
de hidratacdo (16%) e, assim como discutido no experimento anterior, o QR destas sementes

também foi sempre inferior a 1, indicando processos de oxidagao diferentes da respiracao.
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Figura 4. Consumo de O, (colunas em cinza) e producdo de CO, (colunas em preto) por
sementes de Caesalpinia echinata Lam. vigorosas (A), vigorosas envelhecidas (B), deterioradas
(C) e deterioradas envelhecidas (D), incubadas a 13 °C por 60 dias com diferentes teores iniciais
de agua. Médias seguidas pela mesma letra (minusculas comparando teores de agua, maitusculas
comparando lotes) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5%.

As sementes com 10% de 4agua apresentavam potencial hidrico proximo de -84 MPa,

aumentando para valores proximos a -30 MPa quando hidratadas até 16% (tabela 4). A

hidratacdo da semente modifica o estado energético, caracterizando mudangas no tipo de

ligacdo da agua, alterando o comportamento fisioldgico, bem como o metabolismo das

sementes (Marcos Filho 2005). Ainda que os potenciais hidricos das sementes com 10%, 14%

e 16% de agua correspondam todos a agua tipo 2, na qual had o inicio das atividades
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oxidativas, o potencial hidrico das sementes com 16% de agua aproximou-se da agua tipo 3,
na qual a respiragdo aerobica ¢ intensificada e ha o inicio do metabolismo, com sintese de
proteinas e acidos nucléicos (Vertucci & Farrant 1995, Villela & Marcos Filho 1998).

Analisando-se o consumo de O; dentro de cada nivel de hidratagdo verifica-se que as
sementes vigorosas consumiram maior quantidade (figura 4). Isso pode ser devido ao fato de
que sementes mais deterioradas apresentam menor eficiéncia no uso do oxigénio e, portanto,
menor consumo deste gas na atividade respiratoria (McDonald 1999, Marcos Filho 2005).
Embora inicialmente as sementes vigorosas e as deterioradas praticamente ndo apresentaram
diferencas significativas na capacidade germinativa, apds 60 dias as deterioradas mostraram-
se menos vigorosas (tabela 5). A medida que a deterioragdo avanga, a resisténcia ou a
tolerancia das sementes aos estresses diminuem, reduzindo a longevidade em armazenamento,
enquanto que sementes mais vigoras suportam periodos mais prolongados sob estas condigoes
(Delouche 2002).

O menor consumo de oxigénio pelas sementes de menor qualidade pode estar
relacionado com a perda de atividade e integridade das mitocondrias, organelas semi-
auténomas com inimeras membranas. Como os sistemas de membranas sdo os primeiros
componentes celulares afetados no processo de deterioracdo, reduzindo a protecdo ¢
favorecendo o ataque de radicais livres, as mitocondrias estdo mais suscetiveis a esses
processos, implicando em menor eficiéncia de suas atividades (Smith & Berjak 1995,
McDonald 1999, Marcos Filho 2005).

Para as sementes submetidas ao envelhecimento acelerado (figura 4C, D), o consumo
de oxigénio também foi crescente conforme se elevou o teor de 4gua, mas foi sempre inferior
ao consumo apresentado pelas sementes ndo submetidas a envelhecimento. Além disso,
diferentemente das ndo envelhecidas, ndo houve diferenga de comportamento entre as
vigorosas e as deterioradas. Benamar et al. (2002) observaram que, durante a germinagao, a
atividade mitocondrial de sementes de ervilha (Pisum sativum L.) envelhecidas artificialmente
foi menor do que as ndo envelhecidas, porém o consumo de oxigénio foi maior. Essa maior
demanda no consumo de oxigénio pela mitocondria de sementes mais deterioradas seria uma
forma de compensar sua menor eficiéncia, semelhante ao que ocorreu no presente estudo.

A dindmica na producdo de dioxido de carbono foi semelhante para sementes dos
quatro niveis de deterioracdo, com tendéncia a aumento conforme se aumentou o teor de dgua
(figura 4). A baixa producao de didxido de carbono para sementes com 10% de agua reforca
a hipotese da ocorréncia de processos oxidativos em niveis mais baixos de hidratagdo, fato ja

descrito por Vertucci (1989).
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Outro fato que pode estar associado ao aumento da respiracdo e da deterioragdo
durante o armazenamento ¢ o desenvolvimento de microorganismos. De fato, no nivel mais
elevado de hidratacdo notou-se grande incidéncia de fungos dos géneros Penicillium e
Fusarium (J.J.D Parisi & C.F. Oliveira 2008, informagdo pessoal). A intensa atividade
respiratoria das sementes, somadas as atividades de microorganismos, podem provocar o
aquecimento da massa, acelerando ainda mais o processo de deterioragdo (Carneiro & Aguiar
1993).

Quando se comparou a quantidade de dioxido de carbono produzida entre os grupos de
sementes com diferentes niveis de deterioragdo verificou-se que houve diferengas menos
expressivas entre eles, ao contrario do que ocorreu com o consumo de oxigé€nio. Geralmente
sementes mais deterioradas, por apresentarem menor eficiéncia da atividade mitocondrial,
mas necessitando produzir ATP, podem apresentar mudangas nos caminhos respiratorios, ou
seja, do metabolismo oxidativo para o metabolismo fermentativo, aumentando a produgao de
dioxido de carbono (Marcos Filho 2005). Esse comportamento foi verificado por Crispim et
al. (1994) que constataram que sementes de soja (Glycine max (L.) Merr) mais deterioradas
apresentaram maior taxa de respiracdo que as mais vigorosas. A producdo semelhante de
diéxido de carbono das sementes de C. echinata com diferentes niveis de deterioragdo poderia
indicar que as mais deterioradas apresentavam, em seus embrides, maiores extensoes de
tecidos mortos com conseqiiente reducao de regides com atividade metabolica.

Analisando-se a distribuicdo da freqii€ncia de perda da vitalidade dos tecidos de
embrides de C. echinata (figura 5) verifica-se que, apos 60 dias de incubacdo, as sementes
vigorosas com 14% e 16% de agua apresentavam, respectivamente, 34% e 38% de tecidos
mortos, valores bastante proximos aos das sementes deterioradas (41% e 40%). As sementes
vigorosas com 10% de agua, por sua vez, apresentaram 40% de tecidos em processo de
deteriorac¢do, enquanto que as deterioradas apresentaram 51% de tecidos nessas condig¢des
(figura 5).

O teste de tetrazolio permitiu verificar que o aumento da taxa de deterioracdo das
sementes foi diretamente proporcional ao aumento da taxa respiratoria. Nas sementes
vigorosas, por exemplo, quando se elevou de 10% para 14% o teor de agua a produgdo de
dioxido de carbono triplicou (de 0,05 a 0,15umolCO,.gMS™.d”", figura 4A) e a quantidade de
tecidos mortos ou em processo de deterioragao (respectivamente, tecidos sem coloragao ou

com coloragdo vermelha) aumentou de 50% para 90% (figura 5A).
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Figura 5. Distribuicdo das frequéncias de tecidos vidveis (rosa), deteriorados (vermelho) e mortos
(cinza), obtidos do teste de Tetrazolio, de sementes de diferentes niveis de deterioragdo, de Caesalpinia
echinata, com diferentes teores de agua, incubadas por 60 dias em frascos de vidro com fechamento
hermético a 13°C. A: sementes vigorosas; B: sementes vigorosas envelhecidas; C: sementes
deterioradas; D: sementes deterioradas envelhecidas.

Nas sementes vigorosas envelhecidas artificialmente, antes da incubagdo ja havia
quantidade superior de tecidos deteriorados, quando comparadas com as sementes sem
envelhecimento (figura 5A, B). Apos 60 dias de incubagdo, ampliaram-se as areas com
tecidos deteriorados, mas ndo com tecidos mortos, mesmo nos maiores niveis de hidratagao.
Isso demonstra que, mesmo estando mais deterioradas, as sementes podem apresentar maior
quantidade de tecidos vivos, porém ndo viaveis. Verifica-se, assim, que o aumento do grau de

hidratacdo, seguido de intensificacdo da taxa respiratéria, favoreceu a redugdo de tecidos
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viaveis (areas em rosa, figura 5), contribuindo para a diminui¢do da capacidade germinativa e
do vigor das sementes (tabela 5).

O acompanhamento da perda da vitalidade dos tecidos através do teste de tetrazolio e a
avaliagdo da taxa respiratéria podem vir a ser uma importante ferramenta para explicar
mudangas no comportamento fisiolégico de sementes de C. echinata, principalmente de
alteracdes nas vias respiratorias e, também, servir para diagnosticar o estadio de deterioracdo
no qual se encontra a semente. Esse teste foi utilizado como ferramenta para avaliar diferentes
comportamentos fisiologicos em sementes de Coffea arabica L. (Silva et al. 2005), Camellia
Jjaponica L. (Akimoto et al. 2004) e Medicago truncatula Gaertner. (Faria et al. 2006).

Na tabela 5 estdo apresentados os valores de sementes vidveis (germinaveis e plantulas
normais), obtidos no teste de tetrazolio. Este teste permitiu diferenciar os grupos de sementes
de C. echinata com diferentes niveis de deterioracdo, com valores muito proximos aos do
teste de germinacdo; também permitiu classificar os embrides como vivos ou mortos, algo que
no teste de germinacdo ndo ¢ possivel. Essa separagdo mais minuciosa favoreceu a
compreensdo das mudangas que ocorrem no comportamento fisiolégico das sementes, tais
como o metabolismo respiratdrio, a redugdo do vigor, a queda da geminagdo e o aumento do
processo de deterioragao.

Pelas imagens do teste de tetrazolio, apresentadas na figura 6, também foi possivel
acompanhar a manifesta¢ao da deterioragdo nos tecidos de embrides de C. echinata durante a
incubag@o, localizando o desenvolvimento de coloracdo vermelho intenso (tecido em processo
de deterioragdo) e auséncia de cores (tecido morto); conforme dito anteriormente, a
distribuicdo deste mosaico de cores ao longo das regides essenciais para a germinagao (vide
capitulo anterior) caracteriza a viabilidade ou a inviabilidade das sementes.

Dessa forma, verificou-se que embrides de sementes vigorosas desenvolveram
coloragdo rosea suave em quase toda sua extensdo, diferentemente dos embrides de sementes
deterioradas que apresentaram extensas areas de coloracdo vermelha intensa, principalmente
na regido proximal e distal dos cotilédones (figuras 6A, C). As areas dos embrides mais
prejudicadas pelo envelhecimento acelerado situaram-se na regido central dos cotilédones
(regido proximal), com extensas manchas de colora¢do vermelha intensa (figuras 6B, D).

Com o avango da deterioragdo, ocasionada pela intensificagdo da taxa respiratoria,
houve aumento no desenvolvimento de coloragdo vermelha intensa nas regides
meristematicas e, também, na regido proximal. Essa manifestagdo, identificada ja nos
primeiros niveis de hidratagdo, contribuiu para a perda do vigor, reduzindo o desenvolvimento

de plantulas normais e a velocidade de germinacdo apos a incubagdo das sementes (tabela 5).
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Figura 6. Embrides de Caesalpinia echinata Lam., incubados por 60 dias a 13°C, com teores
de agua de 10%, 14% ou 16%, coloridos pelo teste de tetrazolio. A: embrides de sementes
vigorosas; B: de sementes vigorosas envelhecidas; C: de sementes deterioradas; D: de sementes
deterioradas envelhecidas. Embrides em escala menor: visdo do exterior; em escala maior:
visdo do interior. Escalas = lcm.

O teste de tetrazdlio permitiu observar, também, que o grau de hidratagdo durante o
armazenamento influenciou mais as sementes de menor qualidade inicial (tabela 4); como
exemplo, nota-se que os embrides deteriorados e envelhecidos, hidratados até atingirem 16%
de agua, apresentaram extensas areas de tecidos necrosados (figura 6).

Para Delouche (2002) a descoberta e aplicagdo da reacao do tetrazélio foram
fundamentais para a compreensdo do processo de deterioragdo nas sementes ¢ sua relagao

com o vigor ¢ a germinagdo. De fato, as imagens do tetrazdlio permitem inferir que a
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deterioragdo das sementes de C. echinata n3o segue uma rota homogénea. As regides
meristematicas (provavelmente devido a sua intensa atividade metabdlica) e a regido proximal
(provavelmente devido a sua proximidade as regides primeiramente hidratadas durante a
embebicdo) mostraram-se mais suscetiveis as transformacdes degenerativas causadas pela
deteriorag@o. Corroborando essa idéia, estudos da seqiiéncia da deterioragdo em sementes de
soja (Glycine max (L.) Merr), avaliando a produgdo de radicais livres (McDonald 1999) e
quantificando através do teste de tetrazolio as regides mais afetas (Chauhan 1985) verificaram
que a deterioragdo geralmente se inicia nas areas meristematicas, e dentre essas areas as mais
afetadas sdo a radicula e a plumula.

A deterioracdo ¢ um processo inevitavel: apos atingir a maturidade fisiologica, as
sementes, caso nao germinem, iniciam a deteriora¢do. Contudo, a velocidade desse processo
pode ser controlada em fun¢do da longevidade natural, da composicdo quimica e das
diferencas genéticas, aliadas a qualidade inicial, grau de umidade e as condi¢des de
armazenamento (Popinigis 1985, Carvalho & Nakagawa 1983, Marcos Filho 2005). O
aumento no grau de hidratagdo em sementes de C. echinata favoreceu a deterioragdo das
sementes, bem como a perda da viabilidade e do vigor.

Inicialmente, as sementes ndo envelhecidas apresentavam 71% e 69% de germinagao e
59% e 62% de plantulas normais (respectivamente, vigorosas e deterioradas), enquanto que os
grupos de sementes envelhecidas apresentavam, respectivamente, 29% e 20% de germinacao,
com 24% e 9% de desenvolvimento de plantulas normais (tabela 5). Todos os niveis de
hidratacdo favoreceram a perda do vigor e da viabilidade das sementes apos 60 dias de
incubag@o, mas o aumento do nivel de hidratacdo intensificou essa reducdo (tabela 5). Ao
final da incubacdo, as sementes que ndo foram hidratadas perderam em torno de 20% de
germinag¢do, mas ainda apresentavam produ¢@o de plantulas normais (exceto as envelhecidas).
Ja o aumento do grau de hidratagdo intensificou linearmente a diminuig¢do da germinacgdo, da
velocidade e da produgdo de plantulas normais (tabela 5). Chave & Usberti (2003)
reportaram, também, que o aumento do teor de dgua durante o armazenamento diminui a
longevidade de sementes de Dimorphandra mollis Benth.

Analisando-se, conjuntamente, as taxas respiratorias ¢ a viabilidade de sementes com
diferentes niveis de hidratacdo e com diferentes niveis de deterioragdo, nos dois experimentos
desenvolvidos no presente trabalho, algumas consideragdes merecem ser destacadas. Quando
as sementes continham baixo teor de adgua (6%), ou seja, apenas com agua tipo I (< -150
MPa), as sementes apresentaram restricdo do metabolismo oxidativo, com baixos niveis de
producdo de dioxido de carbono; neste nivel de hidratagdo, porém, ha diminui¢do da protegdo

contra os radicais livres, o que foi constatado pelo elevado consumo de oxigénio. Entre 10% ¢
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22% de agua (4gua tipo I, entre -11 e -150 MPa), o inicio das atividades oxidativas, com os
constituintes celulares suscetiveis a degradagdo, foi constatado pelas mudangas observadas na
velocidade da cinética dos gases, com aumento da taxa respiratoria desencadeando aumento
de tecidos com aspectos de deteriorados. Acima de 22% de adgua (4gua tipo III, entre -4 e -11
MPa), a respiracdo aerdbica intensificada e o inicio do metabolismo sem que os sistemas de
reparos estejam ativados, conferindo grau de hidratagdo critico para o armazenamento, foi
observado pela intensificacdo no consumo de oxigénio e na produ¢do de dioxido de carbono,
associados com o aumento de tecidos mortos nos embrides, principalmente nos cotilédones.
Finalmente, diferengas na qualidade inicial das sementes, associadas a mudangas no
estado energético da agua, favoreceram alteracdes na taxa respiratoria e proporcionaram
aumento de tecidos deteriorados e mortos, afetando regides vitais do embrido e promovendo

redu¢d@o no vigor e na capacidade germinativa das sementes.
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CAPITULO 3

Taxa Respiratoria e Viabilidade de Sementes de Caesalpinia echinata Lam.

em Funcio da Intensidade de Energia Térmica
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Abstract (Respiration rate and viability of seeds of Caesalpinia echinata at different heat
sum). Temperature is one of the most important factors affecting seed respiration and
deterioration. The higher the temperature, the shorter is the seed storability. In this work
respiration rates were related to the speed of seed deterioration in Caesalpinia echinata
according to different temperatures. Results showed the possibility of establish a respiration
base temperature and the heat sum needed to increase significantly the respiration. This
allows better analysis concerning physiological changes occurring during seed deterioration.

Key words: Heat sum , thermal time, base temperature, respiration, deterioration
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Resumo: (Taxa respiratoria e viabilidade de sementes de Caesalpinia echinata Lam. em
funcdo da intensidade de energia térmica). O aumento da temperatura ¢ um dos principais
fatores fisicos que podem intensificar a respiracdo e conseqiientemente a deterioragdo, o que
diminuem o tempo de armazenamento. O presente estudo teve como objetivo analisar
alteracdes na taxa respiratoria e no estado deterioracdo de sementes de Caesalpinia echinata
Lam., em fungdo de mudanga na intensidade de energia térmica transmitida. Os resultados
possibilitaram estabelecer a temperatura basal e a energia térmica necessaria para um
significativo aumento na respiracdo. Isto permitiu uma melhor andlise das respectivas
manifestagdes fisioldgicas que ocorrem durante a deterioracao.

Palavras chave: energia térmica, soma térmica, temperatura basal, respiragdo, deterioragao
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Introducio

Sementes de Caesalpinia echinata Lam. (pau-brasil) apresentam caracteristicas de
grande interesse a investigacdo cientifica por serem tolerantes a dessecacdo e a temperaturas
de congelamento (caracteristicas de sementes ortodoxas), mas perderem rapidamente a
capacidade germinativa quando n3o mantidas sob condigdes de baixas temperaturas
(caracteristicas de sementes recalcitrantes ou de comportamento intermediario), conforme
observado por Barbedo et al. (2002) e por Hellmann et al. (2006).

A velocidade de perda da capacidade germinativa durante o armazenamento das
sementes esta, geralmente, associada a sua qualidade inicial e as condi¢gdes de armazenamento
(Roberts 1973, Carvalho & Nakagawa 2000). No final da maturagdo das sementes ortodoxas
ocorre grande reducdo do seu metabolismo e paralisacdo do crescimento, caracterizando a
permanéncia das sementes em estado de criptobiose (Marcos Filho 2005). Nesse estado, todas
as trocas de matéria e de energia entre a semente e o exterior se ddo em niveis e velocidades
caracteristicamente baixos; mesmo mantidas nesse estado, em periodos prolongados as
sementes entram em processo de deterioragdo (Labouriau 1983), cuja duracdo ¢ determinada,
principalmente, pela interagdo entre a heranga genética, a qualidade inicial, o grau de umidade
e as condi¢des do ambiente (Popinigis 1977).

A conservagao da viabilidade das sementes criptobioticas depende, principalmente, de
dois fatores: temperatura e dgua (Labouriau 1983). Esta ultima foi estudada, em sementes de
pau-brasil, no capitulo anterior. Em relacdo a temperatura, mudancas na energia térmica das
sementes em func¢do do fluxo de calor modificam o estado de agitacdo das moléculas de agua,
afetando a natureza e a cinética das reagdes metabolicas, podendo se tornar criticas para as
sementes durante o armazenamento, favorecendo o processo de deterioragdo (Villela &
Marcos Filho 1998).

Todo processo bioldgico ocorre entre limites de temperatura (temperaturas cardeais) ¢
¢ desencadeado quando ha fornecimento de certa quantidade de calor. O conceito de soma
térmica ¢ definido como a soma de calor acima da condi¢gdo minima e abaixo da condigao
maxima de temperatura necessaria para o desencadeamento de um processo biologico. Esse
conceito foi desenvolvido para superar as inadequagdes no calendario civil e predizer eventos
bioldgicos, sendo um método simples e mais eficiente como medida de tempo bioldgico para
a ocorréncia de um processo (Gilmore & Rogers 1958, Garcia-Huidobro et al. 1982, Bradford
1995, Dahal et al. 1996, Trudgill et al. 2005).

O conceito de soma térmica pressupde a existéncia de uma temperatura minima,

chamada de basal, na qual ndo ocorre o processo bioldgico. Cada grau acima dessa
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temperatura basal corresponde a quantidade de calor por dia que uma semente recebe
(Gilmore & Rogers 1958, Bradford 1995, Trudgill ef al. 2005). Cada processo como, por
exemplo, a germinacdo de sementes, possui uma temperatura base que pode apresentar
variagOes intra e interespecifica e, ainda, em funcio de fatores ambientais (Daws et al. 2004),
caracterizando gradientes de exigéncia térmica minima para a germinacao (Garcia-Huidobro
et al. 1982, Pritchard et al. 1995, Dahal et al. 1996, Cheng & Bradford 1999, Steinmaus et al.
2000, Daws et al. 2004, Larsen & Bibby 2005, Patane et al. 2006).

Assim como a germinagdo, a deterioragdo também depende da quantidade de calor
recebida pelas sementes e sua velocidade ¢, provavelmente, influenciada pela intensidade de
calor recebida acima da temperatura basal.

De acordo com Delouche (2002), a deterioragdo ocorre de forma gradativa,
manifestando nas sementes uma seqiiéncia de eventos de origem bioquimica ou fisioldgica,
tais como danificagdo aos sistemas de permeabilidade das membranas, diminuicdo na
atividade respiratoria e na produgdo de ATP, mudancas na atividade de enzimas, reducdo de
tecidos de reserva, queda na velocidade e na capacidade de germinagdo e reducdo no
desenvolvimento de plantulas normais. Esses eventos provavelmente apresentam diferentes
exigéncias de calor.

A respiracdo ¢ a deterioracdo também estdo estreitamente relacionadas. Quando
armazenadas com respiragao ativa, as sementes t€m intensificada a sua deterioragdo, causando
perda do vigor e eventuais quedas na germinagdo (Carvalho & Nakagawa 1983). Mudangas
na energia térmica associada ao estado energético da dgua conduzem as sementes a diferentes
niveis de respiragdo, os quais se tornam criticos ou letais para o armazenamento de sementes
(Vertucci & Farrant 1995).

Diante do exposto, o presente trabalho tem como objetivo analisar alteragdes na taxa
respiratéria e no estado deterioragdo de sementes de Caesalpinia echinata Lam., em funcgao de

mudanga na intensidade de energia térmica transmitida.

Material e métodos

Material vegetal - as sementes de Caesalpinia echinata Lam. foram obtidas de frutos maduros
(Borges et al. 2005) colhidos em dezembro de 2007 na Reserva Biologica e Estacdo
Experimental de Mogi-Guacu, em Mogi-Guagu, SP (22°15-16’S, 47°8-12'W),
aproximadamente entre 15 a 20 matrizes. Os frutos foram mantidos ao sol, sobre base de
alvenaria, cobertos por sombrite, para abertura espontinea. A medida que as sementes foram

liberadas dos frutos, foram armazenadas em camara fria a 7°C até o inicio dos experimentos
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(Bilia et al. 1998, Barbedo et al. 2002), ndo excedendo 14 dias.

Determinagoes fisicas e fisiologicas - As sementes foram caracterizadas, inicialmente, quanto
ao teor de agua, contetido de massa seca, potencial hidrico (apenas dos embrides), germinagao
e vigor, estes dois ultimos pelos testes de germinagdo e de tetrazolio, conforme descrito no
capitulo 2 e, ainda, pelo teste de condutividade elétrica da solugdo de embebicdo das sementes
(condutividade de massa).

A condutividade elétrica foi determinada por meio de condutivimetro digital de
bancada MAI150 (Marconi, Piracicaba). Para tanto, amostras de sementes foram
acondicionadas em copos plasticos descartaveis de 300mL, contendo 75mL de agua
deionizada, incubados por 12 horas em camara tipo BOD ajustada para temperatura constante
de 20°C, sem luz. Simultaneamente a introdu¢do das sementes nas embalagens, amostras
foram tomadas para determina¢do das massas fresca e seca totais. O resultado obtido, em
uS.cm™, foi dividido pela massa seca da amostra (g), fornecendo a condutividade por unidade
de massa seca, em ;LS.crn'lg'1 (Barbedo & Cicero 1998).

Acondicionamento das sementes — amostras de sementes foram acondicionadas em
embalagens de vidro de 600mL, hermeticamente fechados, com tampas perfuradas, formando
orificios que foram recobertos por um septo de borracha; por este septo foram inseridos os
eletrodos do equipamento por onde foi tomada a amostra do ar da embalagem. As
determinagdes das quantidades de O, e CO, nas embalagens seguiram o0s mesmos
procedimentos descritos no capitulo 2. Contudo, diferentemente do realizado no capitulo
anterior, no qual as temperaturas de acondicionamento para sementes com diferentes teores de
agua foram constantes, neste capitulo foram utilizadas diferentes temperaturas, estas
constituindo os tratamentos, conforme descrito a seguir.

Taxas respiratorias e viabilidade de sementes em relacdo a intensidade de energia térmica e
a temperatura basal - sementes colhidas em 2007, diretamente de frutos pré-deiscentes
(Borges et al. 2005), foram consideradas vigorosas enquanto que as coletadas no solo, nao
excedendo 24 horas da dispersdo, foram consideradas deterioradas. As sementes desses dois
niveis de vigor foram analisadas quanto a teor de agua, potencial hidrico, conteido de massa
seca, germinagao e vigor, conforme descrito anteriormente.

Apos avaliagdo inicial do teor de dgua, amostras de sementes foram hidratadas até que
atingissem 16% de agua, seguindo-se os mesmos procedimentos descritos no capitulo 2. Este
nivel de hidratacdo baseou-se na descricdo de Carvalho & Nakagawa (1983), como sendo de
respiracdo ativa e na de Vertucci & Farrant (1995), como sendo o correspondente ao inicio de
atividades oxidativas. Imediatamente apo6s atingido esse nivel, as sementes foram

acondicionadas nas embalagens herméticas (vide capitulo 2) e incubadas a 3, 7, 10, 13, 16, 19
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e 22°C. Além das avaliagdes de O, ¢ CO,, ao final de 40 dias as sementes foram submetidas
aos testes de germinagdo, tetrazolio e condutividade elétrica, bem como avaliadas quanto a
teor de agua, potencial hidrico e contetido de massa seca.

Com os valores de producdo de dioxido de carbono foram ajustadas regressdes
lineares para se estabelecer a temperatura basal para a respiragdo das sementes, caracterizada
pela intersec¢do da regressdo com a abscissa. Uma vez estabelecida, a temperatura basal
passou a ser o referencial de inicio da atividade respiratéria para as sementes de Caesalpinia
echinata Lam. Assim, subtraindo-se o valor da temperatura de incubagdo pela temperatura
basal foi possivel quantificar o total de energia térmica transmitida constantemente, expresso
em graus (°C), que as sementes receberam durante 40 dias de incubagdo: Energia térmica
transmitida (°C) = (T; - Ty), onde:

T; = temperatura de incubagdo (°C);

Ty = temperatura basal (°C).

Esse procedimento permitiu criar curvas de estreitamento da rela¢do entre o consumo
de oxigénio e o ganho energético oriundo da elevacdo da temperatura. Para tanto os valores de
consumo de oxigénio foram divididos pela quantidade de energia térmica transmitida
constantemente as sementes (umolOz.OC'l).

Embora as unidades de medida de calor sejam caloria (cal) ou joule (J), no presente
estudo foi utilizada a unidade graus-dia (°C.d) para representar o total de calor emitido e graus
Celsius (°C) para representar a intensidade de energia térmica transmitida constantemente as
sementes.

Taxas respiratorias e viabilidade de sementes com diferentes niveis de deteriora¢do em
fung¢do de mudancgas na intensidade de energia térmica - visando a comparar a taxa
respiratoria entre diferentes niveis de deterioragdo de sementes em relacdo a intensidade de
energia térmica, concomitante ao estudo anterior, amostras de sementes vigorosas e
deterioradas foram envelhecidas artificialmente por 12 horas, segundo a metodologia descrita
no capitulo 2. Apds este periodo foram deixadas em ambiente até que atingissem o peso
inicial. Em seguida, foram submetidas a hidratacdo até que atingissem 16% de agua e
acondicionadas em frascos de vidro com fechamento hermético, sendo incubadas a 7, 16 ¢
22°C durante 40 dias. As sementes foram, entao, analisadas quanto ao teor de agua, potencial
hidrico, conteudo de massa seca, germinacao, teste de tetrazolio e condutividade elétrica.

Soma térmica para manifestagoes fisiologicas durante a deterioragdo - para a determinagao
da soma térmica para processos fisiologicos durante a deterioragdo, tais como altera¢des nas
taxas respiratorias, modificacdes na permeabilidade das membranas (condutividade elétrica),

redu¢do na vitalidade dos tecidos (tetrazolio) e queda na germinacdo e na producao de
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plantulas normais, primeiramente foi determinada a soma de calor que cada temperatura de
incubacdo forneceu durante 40 dias, adaptando-se os modelos de Garcia-Huidobro et al.
(1982) e Daws et al. (2004): 6. = (T; — Ty)/d, onde:

0. = soma de calor (°C.d);

T; = temperatura de incubagdo (°C);

Ty = temperatura basal (°C).

d = tempo (dias)

Em seguida os valores de consumo de oxigénio, producdo de didxido de carbono,
condutividade elétrica, total de tecidos viaveis analisados pelo tetrazolio, plantulas normais e
germinagao foram plotados com a respectiva soma de calor.

Delineamento experimental e procedimento estatistico - O delineamento experimental para
todos os experimentos foi inteiramente casualizado, com 3 repeti¢des. Os dados obtidos para
teor de agua, conteido de massa seca, potencial hidrico, germinacdo, desenvolvimento de
plantulas normais, teste de tetrazoélio e de condutividade elétrica, além do consumo de O; e da
producdo de CO, foram submetidos a andlise de variancia (teste F), ao nivel de 5% de
probabilidade. Quando pertinente, as médias foram comparadas entre si pelo teste de Tukey,
também ao nivel de 5% e, quando necessaria a corre¢do da normalidade e da heterogeneidade,

os valores foram transformados para arc sen (%)" (Santana & Ranal 2004).

Resultados e Discussao

Taxas respiratorias e viabilidade de sementes em relacdo a intensidade de energia térmica e
a temperatura basal - A analise de variancia para teor de dgua, potencial hidrico e massa seca
para as sementes vigorosas e deterioradas de Caesalpinia echinata incubadas nas diferentes
temperaturas apresentou interagdo significativa apenas para os dados de potencial hidrico e
diferencgas significativas para o teor de agua entre temperaturas de incubagao (tabela 1). Ja a
varidvel massa seca apresentou diferenca significativa entre os niveis de deteriorag¢do, sendo
ligeiramente maior para as sementes deterioradas (0,317) em relagdo as vigorosas (0,283).

As sementes acondicionadas em diferentes temperaturas apresentavam, inicialmente, o
mesmo nivel de hidratagdo (16% de agua). Ao final de 40 dias, observaram-se pequenas
redugdes no teor de dgua e alteragdes no potencial hidrico (tabela 1), contudo aparentemente
sem relagdo com as mudangas na temperatura. A medida que se eleva a temperatura do ar
aumenta-se sua capacidade de contengdo de agua (Marcos Filho 2005), o que poderia resultar
em continua redugdo no potencial hidrico das sementes; contudo, os resultados ndo se

modificaram com tendéncia evidente de aumento ou reducdo, prevalecendo a agua tipo Il para
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todas as temperaturas, na qual hd inicio de metabolismo oxidativo, com o0s constituintes

celulares suscetiveis a degradagdo (Vertucci & Farrant 1995).

Tabela 1. Teor de agua (%,base umida) e potencial hidrico (-MPa) de sementes
vigorosas e deterioradas de Caesalpinia echinata Lam., incubadas 40 dias com 16%
de agua, em sete temperaturas. Médias seguidas pela mesma letra (minusculas nas

colunas, maitsculas nas linhas) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5%.

Potencial hidrico

Tem}()oe (r:z;turas Teor de agua
Vigorosas Deterioradas
3 13,6 bc 45,49 cdA 40,46 cdB
7 13,0 cd 48,45 bA 39,60 dB
10 15,0 a 37,27 eA 34,76 eB
13 14,2 abc 46,58 bcA 39,28 dB
16 14,3 ab 31,49 B 42,69 bcA
19 14,1 abc 43,81 dA 43,69 bA
22 12,1d 54,87 aA 56,47 aA
CV (%) 4,78 2,46

As variagdes na taxa respiratdéria com as modificagdes na temperatura foram
semelhantes para sementes vigorosas e deterioradas. A medida que se aumentou a
temperatura, houve correspondente aumento, linear, tanto para o consumo de oxigénio quanto
para a producdo de didxido de carbono (figuras 1A, C), porém mais intenso para o primeiro.
O elevado consumo de O,, sem equivalente liberagdo de CO,, pode significar a presenga de
outras reagdes que ndo a respiracdo, tais como a peroxidag¢do de lipideos e a oxidagdo de
compostos fenolicos presentes no tegumento. Outro fato possivel seria o uso de acidos graxos
saturados ¢ insaturados como substrato inicial para a respiragdo das sementes, necessitando
maiores quantidades de oxigénio. Sementes de C. echinata apresentam teores elevados desses
compostos (Mello 2008).

As menores diferengas entre consumo de oxigénio e produgao de didéxido de carbono
nas menores temperaturas podem, por sua vez, ser resultado da maior dificuldade de difusdo

do oxigénio (Buckeridge et al. 2004).
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Figura 1. Taxa respiratoria de sementes vigorosas (A e B) e deterioradas (C ¢ D) de
Caesalpinia echinata Lam., incubadas por 40 dias, com 16% de 4gua em sete temperaturas (A
e C), correspondendo a transmissdo de diferentes intensidades de energia térmica (B e D).
Circulos fechados e barras em preto: consumo de O; (Y4 = 0,283+0,198X, R%= 0,915; Yc =
0,108+0,193X, R? = 0,957); circulos abertos e barras em branco: produgdo de CO; (Ya = -
0,174+0,0771X, R* = 0,875; Y¢ =-0,116+0,07X, R* = 0,877). E: regressoes obtidas para O, e
CO; em fungdo do ganho energético diario, para sementes vigorosas e deterioradas (Y oxiganio =
0,4059-0,107X, R? = 0,40; Y dioxido de carbono = 0,189-0,0211X+0,00082X2, R = 0,61).
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A temperatura ¢ fator de grande influéncia na respiragdo. Em linhas gerais, um tecido
vegetal responde a mudancas na temperatura da seguinte forma: abaixo de 5°C, ha uma
diminui¢do drastica na taxa respiratoria, devido a redugdo das atividades enzimaticas e
mitocondrial, além da dificuldade de difusdo do oxigénio (Kader & Saltveit 2002, Buckeridge
et al. 2004), fatos que podem explicar a baixa taxa respiratoria das sementes de C. echinata a
3°C; entre 5 e 30°C, um aumento de 10°C na temperatura corresponde a praticamente o dobro
da taxa respiratoria, devido ao favorecimento da atividade enzimatica e da difusdo do
oxigénio (Taiz & Zeiger 1998, Buckeridge et al. 2004), o que foi observado para as sementes
de C. echinata quando se analisou a taxa respiratoria entre 3°C e 22°C. Acima de 35°C os
tecidos vegetais apresentam diminuicdo da eficiéncia respiratoria, em funcdo de danos aos
sistemas de membranas ¢ desnaturacdo de enzimas (Taiz & Zeiger 1998), alteragdes
semelhantes que também foram observadas com as sementes de C. echinata no capitulo
anterior.

Todo processo bioldgico necessita de determinada quantidade de energia, ocorrendo
entre temperaturas cardeais maxima e minima. Esta ltima também pode ser chamada de
temperatura basal (Trudgill et al. 2005). Através da regressdo linear, com os valores de
producao de didxido de carbono foi possivel estimar a temperatura basal para a respiragao de
sementes de C. echinata, ou seja, o encontro da regressdo com a abscissa (proximo a 2°C,
figuras 1A, C). Essa temperatura basal representa a temperatura abaixo da qual as sementes
ndo apresentam mais atividade respiratoria. Para este estudo foi considerada apenas a
producdo de dioxido de carbono pois o consumo de oxigénio indicou a existéncia de
processos outros que nao a respiragao, conforme discutido anteriormente.

O uso da temperatura basal, substituindo a escala centigrada (que se baseia no estado
de agitacdo das moléculas de 4gua), visa a mudar o referencial energético de processos fisicos
para metabolicos que envolvem uma complexidade de sistemas e exigéncias de calor
(Ramalho Junior 1984, Trudgill et al. 2005). Uma vez estabelecida a temperatura basal, esta
passou a ser adotada como referencial, ou seja, o “zero” para ocorréncia do processo
respiratorio. Dessa forma foi possivel monitorar a intensidade de energia térmica transmitida
constantemente, durante a incubacdo das sementes nas diferentes temperaturas. A escala
centigrada como unidade de medida para quantificar a soma de calor foi também utilizada por
Daws et al. (2004) no estudo de maturacdo ¢ desenvolvimento de sementes de Aesculus
hippocastanum L.

Processos bioldgicos apresentam distintas exigéncias de calor e, conseqiientemente,
diferencas na temperatura basal, mesmo se tratando do mesmo material vegetal. Sementes de

C. echinata, por exemplo, cuja temperatura basal para a respiracao foi 2°C (figuras 1A, C),
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apresentam temperatura basal para germinacdo em torno de 10°C (Mello & Barbedo 2007).
Essas exigéncias distintas também foram verificadas por Dahal et al. (1996) em sementes de
Lycopersicon esculentum Mill.

As figuras 1B e D representam o consumo de oxigénio e a producdo de dioxido de
carbono em funcdo da energia térmica transmitida oriunda da elevagdo da temperatura, ou
seja, a taxa de respiragdo de sementes de C. echinata em relagdo a intensidade de energia
térmica transmitida. Analisando o consumo de oxigénio verificou-se que a taxa de respiracao
de sementes que receberam energia térmica entre 8 e 20°C ¢ diretamente proporcional a esse
ganho de calor. Contudo, com energia térmica inferior a 8°C ha proporcionalmente maior
consumo de oxigénio, demonstrando que a variagdo da taxa de respiragdo € irregular, ou seja,
ndo ocorre proporcionalmente a reducdo da energia térmica. Esse comportamento repetiu-se
para as variacdes de liberacdo de dioxido de carbono, embora em intensidades inferiores as de
consumo de oxigénio (figuras 1B, D).

Esses resultados apresentam novas perspectivas para a conservacdo de sementes
durante o armazenamento. Conforme discutido anteriormente a taxa de respiragdo condiciona
a capacidade de armazenamento das sementes. Considerando-se que, para as sementes do
presente estudo, nao se verificou reducao uniforme da eficiéncia de uso do O, com a redugao
da temperatura, a reducdo continua da temperatura poderia levar a uma condi¢ao
metabolicamente desfavoravel a conservacao dessas sementes.

Patane et al. (2006) verificaram que, durante a germinagdo, as sementes de Sorghum
bicolor (L.) Moench que receberam menor quantidade de calor levaram mais tempo para
germinar e, com isso, acumularam maior quantidade de didxido de carbono, como
conseqiiéncia de maior gasto de energia para atingir a germinagao.

A andlise de variancia dos dados de germinagdo, de plantulas normais, de IVG e de
condutividade elétrica revelou ndo haver interacdo entre nivel de deterioracdo de lote e
temperatura de incubagdo das sementes. Além disso, para os valores de germinacdo e
condutividade elétrica houve diferengas significativas para temperatura e nivel de
deterioragdo e para plantulas normais e IVG houve diferencas apenas para o fator temperatura
(tabela 2).

O fato de haver diferenga significativa entre os niveis de deterioragdo para a variavel
germinacdo e ndo para plantulas normais demonstrou que as sementes classificadas como
vigorosas ja apresentavam baixo vigor, mas apresentavam maior vigor que as classificadas
como deterioradas. Apds 40 dias de incubacgdo, verificou-se que o aumento da energia térmica
do sistema favoreceu o avango da deterioragdo até o seu ultimo evento, ou seja, a perda da

capacidade germinativa. Logo a 7°C verificou-se que a capacidade e¢ a velocidade de
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germinagdo foram reduzidas e que um aumento de 5°C na energia térmica acima da
temperatura basal (figuras 1A, C) foi o suficiente para afetar o vigor e a germinagdo das

sementes (tabela 2).

Tabela 2. Germinagdo (G, %), desenvolvimento de plantulas normais (PN, %), indice de
velocidade de germinacdo (IVG) e condutividade elétrica da solu¢do de embebigdo (CE,
uS.cm™.g") de sementes vigorosas e deterioradas de Caesalpinia echinata Lam., incubadas
40 dias com 16% de agua, em sete temperaturas. Meédias seguidas pela mesma letra
(mintsculas dentro das colunas, maiusculas dentro de linhas) ndo diferem entre si pelo teste

de Tukey, a 5%.

Temperaturas (°C) G PN VG CE
3 58a 33a 3,72a 194 ¢
7 32b 19 ab 1,92b 211 be
10 25 bc 15 ab 1,55 bc 247 abc
13 15 bed 9b 0,84 be 220 be
16 13 bed 9b 0,65 bc 221 be
19 4cd 3b 0,45 ¢ 257 ab
22 1d 1b 0,11¢ 293 a
CV (%) 56,54 79,25 60,45 13,21
Germinacao Condutividade elétrica
Vigorosas Deterioradas Vigorosas Deterioradas
26 A 17B 224 B 244 A

O teste de condutividade elétrica revelou tendéncia de diminui¢do na permeabilidade
das membranas (tabela 2). A medida que a deterioracio avanca as membranas vao perdendo a
permeabilidade seletiva e, durante a embebicao, as sementes lixiviam maiores quantidades de
solutos, tais como agucar, aminoacidos e acidos nucléicos (Smith & Berjak 1995, McDonald
1999). A perda da permeabilidade seletiva dos sistemas de membranas figura entre os
primeiros eventos da deterioragdo de sementes e tem fortes relagdes com o aumento na
intensidade respiratéria dos tecidos. Tal fato foi possivel de observar através do teste de
tetrazolio, com o desenvolvimento de coloragdo vermelha intensa em tecidos deteriorados.
Com a danificacdo aos sistemas de membranas diminui a permeabilidade seletiva,
aumentando a difusdo da solucdo de tetrazolio nos tecidos vivos, favorecendo a reagdo do sal
de tetrazolio com as enzimas desidrogenases, conseqiientemente desenvolvendo coloracdo

vermelha intensa (Franga Neto et al. 1998).
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Através das imagens do teste de tetrazolio apresentados na figura 2 foi possivel
verificar como o aumento da temperatura favoreceu a deterioracdo dos tecidos. As figuras 2A
e B apresentam as imagens do teste de tetrazolio de embrides de Caesalpinia echinata. As
sementes que receberam menor quantidade de calor durante a incubagdo, ao final de 40 dias
apresentavam extensas areas de tecidos com aspecto de vidveis (coloragdo rosea suave). A
medida que aumentou a temperatura, aumentaram também regides com tecidos deteriorados
(vermelha intensa). Um aumento de 5°C foi o suficiente para afetar regides essenciais para a
manuten¢do da viabilidade das sementes, como as regides meristematicas (plumula, radicula e
0 procambio) e também a regido proximal (vide capitulo 1). J4 nas temperaturas mais
elevadas a deterioracdo progrediu e favoreceu o desenvolvimento de coloragdo vermelha

intensa em quase toda a extensao dos embrides (figuras 2A, B).

a
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Figura 2. Embrides de Caesalpinia echinata, incubados por 40 dias em diferentes temperaturas,
com 16% de 4gua, coloridos pelo teste de tetrazolio. A: embrides de sementes vigorosas; B: de
sementes deterioradas. Embrides em escala menor: visdo do exterior; em escala maior: visdo do
interior. Escalas = 1cm.
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Através da reacdo do sal de tetrazolio com a atividade das enzimas desidrogenases
verificou-se que o aumento da energia térmica teve um efeito semelhante no processo de
deterioragdo, porém com diferentes intensidades para sementes vigorosas e deterioradas
(figuras 2A, B).

A distribuicdo da freqiiéncia da perda de vitalidade dos tecidos, entre os dois niveis de
deterioracdo (figuras 3A, B) permitiu a quantificacdo do total de tecidos vidveis, deteriorados
e mortos e favoreceu o acompanhamento da evolucdo da deterioragdo de sementes de C.
echinata em relagio ao aumento da energia térmica transmitida. A medida que se aumentou a
temperatura durante a incubac¢do diminuiu-se o total de tecidos vivos (viaveis e deteriorados)
e aumentou-se o total de tecidos mortos. Essas perdas na vitalidade dos tecidos provavelmente

conduziram a reducdo no vigor ¢ a quedas na capacidade germinativa das sementes de C.

echinata.
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Figura 3. Distribui¢do das freqiiéncias de tecidos viaveis (rosa), deteriorados (vermelho) e
mortos (cinza), obtidos do teste de tetrazolio, de sementes de diferentes niveis de
deterioracdo, de Caesalpinia echinata Lam., incubadas com 16% de 4gua em sete
temperaturas, durante 40 dias. (A) sementes vigorosas, (B) sementes deterioradas.

A perda da capacidade germinativa de sementes de C. echinata ¢ a diferenga na
qualidade fisiologica entre os niveis de deterioragao puderam ser estimadas previamente ao

teste de germinagao através do teste de tetrazolio (tabela 3).
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Tabela 3. Viabilidade de sementes vigorosas e deterioradas de Caesalpinia echinata Lam., pelo
teste de tetrazolio (vidveis, germinaveis € ndo germindveis, em %), apos incubag¢do com 16% de
agua em sete temperaturas, durante 40 dias. Médias seguidas pela mesma letra (mintsculas

dentro das colunas, maiusculas dentro de linhas) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5%.

Temperaturas Viaveis Germinaveis Nao germinaveis
(°C) Vigorosas  Deterioradas Vigorosas  Deterioradas
3 55a 27 aA 11 aB 33dB 58 cA
7 40 ab 18 abA 9 abB 60 cA 60 cA
10 34 be 11 bcA 11 aA 69 bcA 67 bcA
13 23 cd 5cdA 2 abA 82 abA 71 bcA
16 17 de 0dA 2 abA 82 abA 84 abA
19 7 ef 2 cdA 0 bA 91 aA 95 aA
22 0f 0dA 0 bA 100 aA 100 aA
CV (%) 33,07 55,97 9,43

Pelas imagens do tetrazolio (figuras 2A, B) foi possivel verificar que a integridade de

regides meristemdticas e vasculares essenciais para a germinagdo foram afetadas em funcao
de alteracdes na taxa respiratoria, oriundas de mudancas na intensidade de energia térmica,
traduzindo, desta forma, o avango da deterioracdo. Danos a essas regides acarretaram
manifestagoes fisiologicas de deterioracdo, como perda na capacidade de produzir plantulas
normais, reducdo na velocidade de germinagdo, culminando com os ultimos eventos da
deterioragdo: a perda da capacidade de germinacdo e a morte das sementes.
Taxas respiratorias e viabilidade de sementes com diferentes niveis de deteriora¢do em
fungdo de mudancgas na intensidade de energia térmica - Os valores de teor de dgua para as
sementes de Caesalpinia echinata envelhecidas artificialmente apresentaram diferencas
significativas entre as temperaturas de incubag@o apos 40 dias de armazenamento (tabela 4);
ja entre os dados de potencial hidrico houve interacdo significativa para os niveis de
deterioragdo e temperatura de incubagao.

O teor de agua, assim como o potencial hidrico, pouco se modificou apds o periodo de
incubacdo em embalagens herméticas mas, como ocorreu anteriormente nas sementes nao
envelhecidas (tabela 1), as temperaturas mais elevadas contribuiram para a evaporagdo da

agua e conseqiiente mudanga no seu estado energético.
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Tabela 4. Teor de agua (%.,base imida) e potencial hidrico (-MPa) de sementes de
Caesalpinia echinata Lam., vigorosas e deterioradas envelhecidas (VE: vigorosas
envelhecidas e DE: deterioradas envelhecidas), incubas com 16% de agua em trés
temperaturas, durante 40 dias. Médias seguidas pela mesma letra (mintsculas dentro das

colunas, maiusculas dentro de linhas) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5%.

Temperaturas , Potencial hidrico
oC Teor de agua
°C) VE DE
7 159 a 29,34 bA 25,76 bB
16 15,7 ab 29,61 bA 29,59 bB
22 154 b 34,10 aA 29,41 aB
CV (%) 2,18 1,36

A variagdo na cinética dos gases para as sementes envelhecidas estd apresentada nas
figuras 4A, C. A medida que se elevou a temperatura intensificou-se a taxa respiratoria das
sementes. A 22°C o consumo de oxigénio foi cerca de 2 vezes maior do que a produgdo de
dioxido de carbono, mas a 7°C a producao de dioxido de carbono foi maior do que o consumo
de oxigénio para ambas sementes (figuras 4A, C). A relacdo entre o consumo de oxigénio € o
ganho energético oriundo da elevacdo da temperatura, ao contrario das sementes ndo
envelhecidas (figuras 1B, D), foi maior quando aumentou a intensidade de energia térmica
transmitida (figuras 4B, D). Esse comportamento provavelmente ocorreu em funcdo do
aumento de processos oxidativos, devido ao avango da deterioragdo.

A andlise de variancia dos dados do quociente respiratorio apresentou interagdo
significativa para nivel de deterioracdo e temperatura; a 7°C o valor foi superior a 1,0,
diferindo dos demais, e os valores das deterioradas foram maiores do que o das vigorosas
(figura 4E). Portanto, as sementes de C. echinata envelhecidas e incubadas a 7°C podem ter
apresentando menor eficiéncia no consumo de oxigénio e aumento na produgado de dioxido de
carbono, sugerindo que as sementes estejam realizando respiragdo anaerdbica. Como as
sementes foram envelhecidas artificialmente, suas mitocondrias — principal elemento para a
ocorréncia de respiracdo aerdbica — estariam com sua integridade e atividade danificadas;
como o primeiro evento do processo de deterioracdo ¢ a danificagdo dos sistemas de
membranas, as mitocondrias, por serem organelas com inimeras membranas, estdo mais

suscetiveis a este processo (Smith & Berjak 1995, McDonald 1999, Marcos Filho 2005).
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Figura 4. Taxa respiratoria de sementes vigorosas envelhecidas (A e B) e deterioradas
envelhecidas (C e D) de Caesalpinia echinata Lam., incubadas por 40 dias, com 16% de agua
em trés temperaturas (A e C), correspondendo a transmissdo de diferentes intensidades de
energia térmica (B e D). Barras em preto: consumo de oxigénio e barras em branco: producio
de diéxido de carbono. E: quociente respiratorio C0O,.0," (umol gMS."d™") barras em rosa:
sementes vigorosas envelhecidas e barras em vermelhas: sementes deterioradas envelhecidas.
Meédias seguidas pela mesma letra (mintisculas dentro das colunas, maiusculas dentro de linhas)
ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5%.
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Somado a perda de atividade e integridade das mitocondrias, outro fato que pode
explicar a maior produ¢@o de dioxido de carbono em relagdo ao consumo de oxigénio pelas
sementes envelhecidas seria a incubagdo em baixas temperaturas.

A temperatura, assim como a pressdo e o volume, € uma variavel de estado de um gas.
O oxigénio tem diminuicdo na energia cinética de suas moléculas com a reducdo da
temperatura, diminuindo conseqlientemente a sua velocidade de difusdo (Feltre 1982,
Ramalho Junior 1984). Na auséncia deste elemento, a respiragdo celular poderia passar das
vias oxidativas para as vias fermentativas (Kader & Saltveit 2002, Buckeridge et al. 2004).

Comparando-se a quantidade de didéxido de carbono produzida pelas sementes ndo
envelhecidas (figuras 1A, C) e envelhecidas (figuras 4A, C) foi possivel observar que as
sementes envelhecidas e deterioradas produziram maiores quantidades deste gas do que as
vigorosas. Comportamento semelhante foi verificado por Crispim et al. (1994) constatando
que sementes de soja (Glycine max (L.) Merr) mais deterioradas apresentam maior producdo
de di6xido de carbono do que as sementes mais vigorosas.

A medida que as sementes deterioram, a respiragdo se torna gradativamente menos
intensa ¢ tem como conseqiiéncia final o colapso metabolico da semente. As alteragoes
respiratorias durante a deterioragdo determinam o declinio da tomada e consumo de oxigénio
pelos tecidos embriondrios e de reserva e aumento na producdo de didxido de carbono
(Marcos Filho 2005).

Mudancas na energia térmica durante o armazenamento podem condicionar as
sementes a diferentes niveis de respiracao e deterioragdo, tanto pela intensificagao quanto pela
reducdo do metabolismo; no primeiro, acelera o consumo, determinando uma redugdo
acentuada na disponibilidade de reservas e o metabolismo desordenado, com liberagdo e
atividade de radicais livres (Barbedo & Marcos Filho 1998); no segundo, diminuem a
respiragdo e a protecdo contra os radicais livres (Vertucci & Farrant 1995, Marcos Filho
2005).

O aumento da temperatura teve grande influéncia na intensidade de deterioragdo das
sementes de C. echinata envelhecidas. Os dados de condutividade elétrica e germinacao
apresentaram interagdo significativa entre os niveis de deterioracdo e temperatura de
incubagdo (tabela 5).

Mudangas na condutividade elétrica e queda na germinagao sao resultados do avango
gradativo da deterioragdo manifestado em alteragdes bioquimicas e fisiologicas,
manifestagdes estas que estdo de acordo com a seqiiéncia de eventos que ocorrem na

deterioragdo, segundo Delouche (2002).
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Tabela 5. Germinac¢do (%) e condutividade elétrica (pS.cm'l.g'l) de sementes de
Caesalpinia echinata Lam., vigorosas ¢ deterioradas, envelhecidas artificialmente (VE:
vigorosas envelhecidas; DE: deterioradas envelhecidas), apos incubagdo com 16% de
dgua em trés temperaturas, durante 40 dias. Médias seguidas pela mesma letra
(mintsculas dentro das colunas, maitsculas dentro de linhas) ndo diferem entre si pelo

teste de Tukey, a 5%.

Temperaturas Germinagdo Condutividade elétrica
) VE DE VE DE
7 0aB 7 aA 258 aA 230 bA
16 0aA 2 bA 265 aB 321 aA
22 0 aA 0 bA 291 aB 336 aA
CV (%) 106,07 8,79

Através do teste de tetrazolio foi possivel monitorar, também, essa seqiiéncia de
eventos, verificando que a deterioracdo ocorreu gradativamente nas sementes ¢ conduziu os
tecidos ao colapso metabolico (desenvolvimento de coloragdo vermelha intensa), seguido de

necrose (auséncia de coloragdo), conforme apresentado nas imagens da figura 5.

.. .,
Imicial

Figura 5. Embrides de Caesalpinia echinata, incubados por 40 dias em trés temperaturas, com
16% de agua, coloridos pelo teste de tetrazolio. A: embrides de sementes vigorosas
envelhecidas; B: de sementes deterioradas envelhecidas. Embrides em escala menor: visao do
exterior; em escala maior: visdo do interior. Escalas = Icm.



82

Nas sementes envelhecidas, verificaram-se extensas regides com tecidos deteriorados
e mortos, inclusive as regides meristematicas (figuras 5A, B), o que favoreceu o aumento no
total de tecidos mortos, observados na figuras 6A, B. Quando se comparam as imagens das
sementes envelhecidas com as ndo envelhecidas (figuras 2 e 5), verificam-se diferentes
estagios de deterioragcdo, evidenciando que as condigdes de colheita, umidade relativa,
estresse térmico, armazenamento e respiracdo sao fatores que podem condicionar as sementes

a diferentes niveis de deterioragdo.
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Figura 6. Distribuicdo das freqiiéncias de tecidos vidveis (rosa), deteriorados (vermelho) e
mortos (cinza), obtidos do teste de tetrazdlio, de sementes de diferentes niveis de
deterioragdo, de Caesalpinia echinata Lam., incubadas com 16% de agua em trés
temperaturas, durante 40 dias. (A) sementes vigorosas envelhecidas, (B) sementes
deterioradas envelhecidas.

A deterioragdo ¢ inevitavel, seus efeitos podem ser controlados durante o
armazenamento, por exemplo, com redugdes na intensidade de energia térmica fornecida,
diminuindo a atividade metabdlica e a taxa respiratoria. Os resultados apresentados
demonstram, contudo, que a continua redugdo da temperatura pode nao ter correspondente
eficiéncia no controle da respiracdo e, conseqiientemente, da velocidade de deterioracao das
sementes.

Soma térmica de manifestagoes fisiologicas da deteriorac¢do - todos os processos bioldgicos
como, por exemplo, maturagdo, respiragao, germinagdo ¢ desenvolvimento, para que sejam
desencadeados, necessitam determinadas quantidades de energia. A somatoria da energia

térmica ¢ chamada de soma térmica. Uma vez estabelecida a soma térmica, sabe-se a
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dependéncia térmica para a realizagcdo de um processo biologico, como a deterioragdo.

A deterioracdo ¢ manifestada nas sementes em uma seqiiéncia de eventos bioquimicos
ou fisiologicos (Smith & Berjak 1995, McDonald 1999, Delouche 2002). As figuras 7A, B
representam os valores acumulados de consumo de oxigénio e producdo de dioxido de
carbono em relacdo a soma de calor, demonstrando que a taxa respiratéria aumentou quando
se intensificou a transmissdo de energia térmica. Provavelmente o aumento da respiracao
durante a incubagdo favoreceu a ocorréncia de alguns eventos da deteriora¢do, como a perda
da permeabilidade dos sistemas de membranas, redugdo no total de tecidos viaveis, queda no
desenvolvimento de plantulas normais e na germinagdo, cada um desses eventos
correspondendo a um processo biologico com diferentes exigéncias térmicas para o seu
desencadeamento.

Os valores de condutividade elétrica mostraram que quando as sementes receberam
calor acima de 560°C.d houve elevado aumento na lixiviagdo de solutos (figura 7C),
demonstrando que a soma térmica para a perda da permeabilidade dos sistemas de membranas
de sementes de C. echinata esta préxima a esse valor.

Na figura 7D esta apresentada a relag@o do total de tecidos viaveis em funcdo da soma
de calor. A reducdo no total de tecidos vidveis dos embrides vigorosos foi continua, desde os
40°C.d; ja para as sementes deterioradas essa reducdo ocorreu apenas apos 320°C.d.
Curiosamente, quando ambas as sementes receberam calor proximo a 320°C.d houve
aproximacdo entre as curvas (figura 7D), talvez indicando que, a partir de determinada
quantidade de calor, as sementes de qualidades iniciais diferentes tendem a mesma taxa de
deterioragdo. A reducdo no total de tecidos viaveis (figura 7D) acompanhou o aumento da
taxa respiratoria (figuras 7A, B), provavelmente prejudicando o vigor das sementes.

Taxas elevadas de respiragdo aceleram o consumo de reservas, levando a rapida
senescéncia dos tecidos (Carneiro & Aguiar 1993, Patané et al. 2006). De acordo com
Carvalho & Nakagawa (1983), o armazenamento de sementes com respiragao ativa intensifica
a deterioragdo, causando a perda do vigor e eventuais quedas na germinagao.

Essa relagao foi observada quando se analisou a germinagdo ¢ o desenvolvimento de
plantulas normais. Entre as sementes vigorosas, a queda na capacidade de produzir plantulas
normais ocorreu quando as sementes receberam um total de 40°C.d (figura 7E); ja com as
sementes deterioradas o desenvolvimento de plantulas normais foi afetado a partir 200°C.d
(figura 7E). A partir de 440°C.d a producao de plantulas normais entre ambos os niveis de
deterioragdo foi praticamente a mesma, observando-se aproximacdo entre as curvas (figura

7E).
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Figura 7. A: Consumo de oxigénio (umolO,.gMS™), B: producdo de diéxido de carbono
(umolCO,.gMS™), C: condutividade elétrica (uS.cm™g™), D: total de tecidos viaveis em TZ
(%), E: plantulas normais (%) e F: germinacdo (%) de sementes vigorosas e deterioradas de
Caesalpinia echinata Lam., em relacdo a soma de calor emitida durante 40 dias de incubagao.
Linhas continuas — sementes vigorosas e linhas tracejadas — sementes deterioradas.
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A deterioragdo e o vigor estdo fisiologicamente ligados, sdo aspectos reciprocos da
qualidade das sementes: 2 medida que a deterioragdo avanca, o vigor diminui. A deterioragao
¢ o processo de envelhecimento e morte da semente, enquanto que o vigor ¢ o principal
componente da qualidade, diretamente afetado pelo processo de deterioracdo (Delouche 2002,
Marcos Filho 2005).

Na figura 7F foi possivel analisar a relacdo entre a queda na germinagdo e a soma de
calor de sementes de Caesalpinia echinata Lam. Para ambos os niveis de deterioragdo, a
germinagdo diminuiu quando as sementes receberam um total de 200°C.d (figura 7F). Esses
resultados demonstram que esse calor ¢ suficiente para que o processo de deterioragdo
progrida até o ultimo evento da deterioracdo. Sendo assim, 200°C.d é a soma térmica para a
perda da capacidade germinativa de sementes de Caesalpinia echinata.

Quanto ao controle da deterioragdo, condigdes de armazenamento que visem a redugdo
da velocidade de respiragdo e do metabolismo sdo estratégias recomendadas. Assim, o
armazenamento de sementes proximo a sua temperatura basal deve ser condicdo essencial
para atender a essa necessidade. Pritchard et al. (1995), por exemplo, recomendam o
armazenamento de sementes de Araucaria hunteinii K. Schum em temperatura ligeiramente
abaixo da basal (6°C). O armazenamento das sementes fora dessas condig¢des intensificaria a
deterioragdo, conseqiientemente proporcionando danos irreversiveis a sua qualidade
fisiologica.

Em sementes de Caesalpinia echinata a temperatura basal para a germinagao foi entre
10 e 14°C, como verificado por Mello & Barbedo (2007). Para respiragao, contudo, foi 2°C
(figuras 1A, C). Essa maior exigéncia térmica da germinagdo, em relagdo a respiracao,
provavelmente deve-se ao fato de que esta tltima caracteriza-se como processo prioritario em
relagdo a anterior, sendo a principal fonte de energia para todos os processos biologicos,
inclusive a propria germinagao.

Utilizando-se a recomendagdo citada acima, a temperatura adequada para o
armazenamento dessas sementes seria proxima a temperatura basal para a germinagdo, ou
seja, 10°C. Porém, como foi visto no presente trabalho, a incubagdo proxima a essa
temperatura prejudicaria a viabilidade das sementes. Ao contrdrio, a incubagdo em
temperatura proxima a basal para a respiracdo favoreceria a conservagdo dessas sementes

durante seu armazenamento.
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Consideracdes finais

Na primeira etapa do presente estudo (capitulo 1) foi possivel padronizar o teste de
tetrazolio para as sementes de Caesalpinia echinata Lam, permitindo diagnosticar tecidos
viaveis, em deterioracdo e mortos; assim, a observacdo da distribuicdo do mosaico de cores
nas regioes vitalicias para a germinacdo permitiu estabelecer oito categorias de avaliacdo de
vigor e viabilidade das sementes de Caesalpinia echinata.

Os principais eventos da deterioracdo manifestados antes da perda da capacidade
germinativa s30 o aumento na peroxidacdo de lipideos, a danificacdo aos sistemas de
membranas ¢ aos mecanismos energéticos ¢ a reducdo na atividade enzimatica, na respiragdo
e na biossintese. Algumas dessas mudangas foram constatadas nas sementes de C. echinata
através da andlise de consumo de oxigénio e producdo de dioxido de carbono e através do uso
do teste de tetrazolio e de condutividade elétrica, permitindo analisar regides mais suscetiveis
a deterioragao.

Quando as sementes foram incubadas observou-se que o consumo de oxigénio
freqiientemente era maior que a produgdo de didoxido de carbono, indicando a existéncia de
outras reagdes que nao a respiragcdo. Essas reagdes, contudo, também reduzem a molécula de
oxigénio, e podem ser a peroxidagdo de lipideos e a oxidacdo de compostos fenodlicos
presentes no tegumento.

A danificacdo aos sistemas de membranas foi observada principalmente pelo teste de
condutividade elétrica; quando as sementes foram incubadas em temperaturas mais elevadas
e/ou apresentavam maior nivel de deterioracao houve aumento na quantidade de solutos
lixiviados. A perda da integridade dos sistemas de membranas diminui a permeabilidade
seletiva, aumentando com isso a difusdo de solucdes, como foi visto com a solug¢do de
tetrazolio, desenvolvendo nos tecidos fortes coloragdo de tonalidade vermelha intensa.

Mudancas na energia livre da 4agua e na energia térmica transmitida foram os
principais fatores que alteraram o metabolismo respiratorio e favoreceram a deterioracdo das
sementes. Quando se analisou a taxa respiratoria e a deterioracdo em funcio da temperatura
verificou-se que o aumento da energia térmica conduz simultaneamente ao aumento de ambos
os processos. Aumento de 5°C na temperatura de incubacgdo, (acima da basal), por exemplo,
foi o suficiente para que as regides meristematicas ¢ a regido proximal desenvolvessem
tecidos com aspectos de deteriorados. O aumento da temperatura eleva o consumo das reserva
e a velocidade de senescéncia dos tecidos; pelo teste de tetrazolio foi possivel observar que a
deterioragdo ocorre de forma gradativa, desenvolvendo nos tecidos coloragdo vermelha

intensa seguida de auséncia de cores.
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Dentro das faixas térmicas e hidricas estudadas, alteragdes na energia térmica
transmitida influenciaram mais a deterioracdo das sementes do que as alteracdes hidricas.
Contudo, ambos promoveram substancial alteracdo na taxa de respiracdo. Para as sementes de
Caesalpinia echinata, o valor de 14% de agua pode ser considerado como critico para o
armazenamento, pois acima deste ha substancial aumento da taxa respiratoria,
conseqiientemente acelerando a deterioracdo. Comparando-se esse valor com o de outras
espécies (tabela 1) nota-se grande variacdo no teor de 4gua minimo para ativar a respiracgao.
Talvez fatores como a impermeabilidade do tegumento, a energia livre da agua (potencial
hidrico) nas sementes com mesmo teor de dgua e a atividade enzimatica contribuam para tal

variagao.

Tabela 1. Teor de 4gua minimo a 25°C de algumas espécies para o inicio do metabolismo
oxidativo (%, de base imida), com caracteristicas de familia e ocorréncia.

Teor de 4gua para

Espécie Familia Ocorréncia respiracéio ativa Fonte
Malus domestica Borkh Rosaceae China 12% 1
Brassica oleracea L. Brassicaceae Costa Sul e Oeste da Europa 14% 2
Arachis hypogaea L. Fabaceae Brasil, Paraguai, Bolivia e Argentina 16% 2
Lactuca sativa L. Asteraceae Leste Mediterraneo 16% 2

Glycine max L. Fabaceae China 20% 2,3

Zea mays L. Poaceae México 20% 1
Pisum sativum L. Fabaceae Asia Central e Europa 22% 2

]Leopold & Vertucci 1989; *Vertucei & Roos 1990; *Vertucei 1989

Assim como o teor de agua, ha também uma exigéncia térmica minima ou basal para o
inicio da respiracao que, em sementes de C. echinata, foi 2°C. Essa temperatura basal também
apresenta grandes variagcdes conforme a espécie (tabela 2). Embora esta tenha sido estudada
em relacdo a germinagao, pouco se sabe quanto a respiracao. Os dados apresentados na tabela
2 permitem pouca generalizacdo quanto a relacdo entre a origem e a temperatura basal.
Contudo, vale ressaltar os trabalhos realizados com sementes da mesma espécie colhidas em
diferentes regides, como os de Daws et al. (2004), que apresentaram relag@o entre a latitude e
a temperatura basal. Seriam interessantes, portanto, estudos dessa natureza com sementes de

C. echinata coletadas desde o Rio Grande do Norte até o Rio de Janeiro.
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Tabela 2. Temperatura basal (°C) de algumas espécies para o inicio do processo de germinagao,

com caracteristicas de familia e ocorréncia.

Temperatura

Espécie Familia Ocorréncia Local de colheita basal (°C) Fonte
P rensis L Europa, Asia, Norte
0a pratensis . Poaceae da Africa e América nao identificado 1,6 1
(cv Broadway)
do Norte
Poa pratensis L Europa, Asia, Norte
p ’ Poaceae da Africa e América ndo identificado 3,5 1
(cv. Andante)
do Norte
Lolium p erenne L Poaceae Europa, AS]E} ¢ Norte nao identificado 3,4 1
(cv. Figaro) da Africa
Lolium perenne L. Poaceae Europa, Asw} e Norte ndio identificado 3.8 |
(cv. Taya) da Africa
Lotus corniculatus L. Faboideae Eurdsia e N orte da ndo identificado 4,7 2
Africa
Leucaena leucocephala (. S . Entre
(Lam.) De Wit Fabaceae México ndo identificado 510 3
Araucaria hunsteinii Araucariaceae Nova GL?me ndo identificado 6 4
K. Schum (Oceania)
Sonchus oleraceus L. Asteraceae Asia e Europa ndo identificado 7 5
Senna macranthera .. Ceara até ~
(Collad). Irwin et Barn Cacsalpiniaceac Sao Paulo Sao Paulo 7.8 6
Sorghum bicolor (L.) . . .
Moench (cv. Brandes) Poaceae Africana nao identificado 8,6 7
Sorghum bicolor (L.) o . .. .
Moench (cv. H128) Poaceae Africa tropical ndo identificado 11 7
Portulaca oleracea L. Portulacaceae India e'erente ndo identificado 9 5
Médio
Ceara até o Parana, Entre
Pterogyne nitens Tul. Fabaceae incluindo Argentina e Séao Paulo 9ell 8
Paraguai
Lycopersicon esculentum -
Mill. Solanaceae Amerlgj SCli:lntral ¢ nao identificado 9,3 9
(cv.P1341988 ¢ TS)
Lycopersicon esculentum América Central e S .
Mill. (cv.Hypack-2409) Solanaceae do Sul ndo identificado 13,5 10
Poecilanthe parviflora Bahia até Rio Grande ~ Entre
Bentham Fabaceae do Sul Sao Paulo 10e 14 11
Emeranthus elaeagnus Minas Gerais, Goias . . Entre
(Mart. Ex. DC) Asteraceae ¢ Bahia Minas Gerais 10 e 14 12
Emeranthus glomerulatus Minas Gerais, Goias e . . Entre
(Less.) Asteraceae Bahia Minas Gerais 15619 12
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Guazuma ulmifolia

Toda América

Entre

Lam. Sterculiaceae Latina Sao Paulo 10 ¢ 14 13
Myracrodruon urundeuva . .Ceara. atc o Pafapa Paraiba Entre
N Anacardiaceae incluindo Bolivia, 14
Allemdo . . 10e 14
Paraguai e Argentina
Caesalpinia echinata .. Rio Grande do Norte ~ Entre
Lam Cacsalpiniodeac até o Rio de Janeiro Sao Paulo 10e 14 15
Hirschfeldia incana Brassicaceae Bgma fio nao identificado 11 5
mediterraneo
(L) Larg-Foss
Pennlsestug gp hoides Poaceae Africa tropical ndo identificado 12 16
Setaria glauca L. Poaceae India ¢ Qes?e ¢ Sul da ndo identificado 12 5
Africa
Echinochloa crus-gall Poaceae Europa e India ndo identificado 13 5
(L.) Beauv.
Conyza Ccmad?nszs Asteraceae América do Norte ndo identificado 13 5
(L.) Cronquist
Digitaria sanguinalis Poaceae América do Norte ndo identificado 14,9 5
(L.) Scop.
Tibouchina benthamiana Melastomatacea Rio de Janeiro Rio de Janeiro Entre 17
Cong. e 15e 19
Tibouchina moricandiana Melastomatacea . . . . Entre
(DC.)Baill o Rio de Janeiro Rio de Janeiro 15619 17
Amaranthus albus L. Amaranthaceae América tropical ndo identificado 15,6 5
Amaranthus palmeri Amaranthaceae Sul da America do ndo identificado 17 5
S. Wats Norte
Croton floribundus Euphorbiaceae RiodeJ aneiro até o Sio Paulo Entre 18
Spreng Parana 20e 24
Aesculus hippocastanum L.  Sapindaceae Europa Grécia 19 19
Aesculus hippocastanum L. Sapindaceae Europa Franga 21,9 19
Aesculus hippocastanum L.  Sapindaceae Europa Polonia 23,1 19
Aesculus hippocastanum L.  Sapindaceae Europa Inglaterra 23,9 19

"Larsen & Bibby 2005; “Hur & Nelson 1985; °Cavalcante & Perez 1995; *Pritchard et al. 1995; °Steinmaus ef al.
2000; ®Cassaro-Silva 2001; "Patan¢ et al. 2006; *Nassif & Perez 2000; *Dahal et al. 1996; '°Cheng & Bradford 1999;
"Valadares & Paula 2008; '*Velten & Garcia 2005; 13Araujo Neto et al. 2002; "Silva er al. 2002; “Mello &

Barbedo 2007; '®Garcia-Huidobro ez al. 1982; ' Andrade 1995; '*Abdo & Paula 2006; ’Daws et al. 2004.
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Como ja dito anteriormente, a respiragdo também apresenta uma temperatura minima
para o seu desencadeamento. No presente trabalho, foi possivel estabelecer a quantidade de
calor necessaria para que as sementes de C. echinata apresentem expressiva deterioracao.
Além disso, o uso da soma térmica, ou seja, a soma de calor acima da condicdo minima e
abaixo da condicdo maxima de temperatura necessaria para a ocorréncia de uma resposta
bioldgica permitiu demonstrar que cada manifestacdo da deterioragdo tem a sua soma térmica.
Estas manifestagdes foram caracterizadas como perda na seletividade do sistema de
membranas, redugdo na vitalidade dos tecidos, diminui¢do na porcentagem de germinagdo e
perda da capacidade de produzir plantulas normais. A soma térmica, dessa forma,
principalmente quando associada a andlise dos tecidos em processo de deterioragcdo e ao
acompanhamento da dindmica dos gases consumidos e emitidos, poderia ser utilizada para
previsibilidade do tempo de armazenamento de sementes e conferir importante ferramenta

para diagnoéstico do real estado fisiologico das sementes de Caesalpinia echinata.

Conclusoes gerais

e O grau de deterioracdo das sementes de Caesalpinia echinata Lam. é dependente da
intensidade respiratdria e esta condiciona as sementes a diferentes niveis de deterioragao;
e Mudancas no estado energético da agua e na energia térmica interferem nessa
intensidade respiratoria;

e O teste de tetrazdlio permitiu identificar tecidos com intensa respiragdo,
demonstrando que a deterioragéo ¢é previsivel;

e As manifestagdes fisiologicas da deterioragdo como perdas na permeabilidade dos
sistemas de membranas, no desenvolvimento de plantulas normais e na germinagdo

apresentam uma soma térmica para o seu desencadeamento.
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Resumo: (Velocidade de deterioragdo de sementes de Caesalpinia echinata Lam. sob
diferentes taxas respiratorias). O armazenamento de sementes com respiracdo ativa
proporciona deterioracdo acelerada, conduzindo & perda do vigor e eventuais quedas na
germinagdo, dificultando a conservacdo das sementes. Assim, o grau de hidratacdo e a
intensidade de energia térmica representam dois dos principais fatores que favorecem esses
processos. Usando o diagnostico de tecidos das sementes e analisando alteragdes no consumo
de O, e producdo de CO,, o presente trabalho objetivou analisar a relacdo entre a taxa
respiratoria ¢ a deterioracdo dessas sementes bem como avaliar o envolvimento do grau de
hidratagdo e da temperatura nesses processos, visando ao controle e a previsibilidade da
deterioragdo durante o armazenamento. Os resultados demonstraram que a deterioragdo €
dependente da taxa respiratoria e que o grau de hidratag@o e a intensidade de energia térmica
apresentam envolvimento nesses processos. Verificou-se, ainda, que esses processos podem
ser previsiveis e controlaveis, respectivamente através do teste de tetrazolio e da soma térmica
e do conhecimento da temperatura basal.

Palavras chave: Tetrazolio, energia da agua, energia térmica, respiracdo, deterioragdo
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Abstract: (Velocity deterioration seed of Caesalpinia echinata Lam in different respiration
rate). Seeds stored at high respiration rates have faster deterioration, diminished both vigor
and germination and reduced conservation. This deterioration can be influenced by water
status and heat sum. Using seed tissues diagnosis and analyzing alterations in seed
consumption of O, and liberation of CO,, this work reports the relation between respiration
rate and seed deterioration at different water and temperature status, therefore making
possible the control and foreseeability of seed storage deterioration. The results confirmed
that respiration rate, water status and heat sum directly influence the deterioration of seeds of
Caesalpinia echinata. The foreseeability and control of this deterioration were possible by,
respectively, tetrazolium test, thermal time and the knowledge of base temperature.

Key words: tetrazolium, water status, heat sum, respiration, deterioration



