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INTRODUCAO GERAL

Biodiversidade ou diversidade bioldgica sdo termos que tém sido exaustivamente utilizados
pela sociedade brasileira, principalmente quando se referem aos biomas existentes no Brasil.
Entretanto, o entendimento do real significado destes termos ainda ¢ pouco claro, sendo pouco
avaliado o importante papel das espécies, inter-relagdes, genotipos e ecossistemas que compdem esta
diversidade.

Entre os biomas brasileiros, a Mata Atlantica destaca-se pela grande biodiversidade — uma das
maiores do mundo. Contudo, como restam menos de 7,5% de sua cobertura original, este bioma ¢
classificado como hotspot, por tratar-se de area com grande diversidade bioldgica, expressivo
endemismo de plantas ¢ com menos de 30% de sua cobertura vegetal original intacta (Mittermeier et
al. 1999, Myers et al. 2000).

Bioma tropical de fisionomia uniforme, a Mata Atlantica teve um longo historico de devastagdo
iniciada na época do descobrimento do Brasil, com a exploragdo de diversas espécies vegetais e
animais. Entre estas espécies, o pau-brasil (Caesalpinia echinata), utilizado para o tingimento de
tecidos, foi extensamente removido por toda a sua drea de ocorréncia natural. Em tempos mais
recentes, a espécie ¢ apreciada por arqueteiros (fabricantes de arcos de violinos) de todo o mundo, pois
sua madeira apresenta propriedades acusticas tnicas (Rocha 2004, Angyalossy 2005).

A extracdo, o comércio e o trafico dessa madeira foi o primeiro ciclo econdmico da colonia
recém formada devido ao interesse pelo corante encontrado em seu cerne, denominado brasilina,
incolor naturalmente, mas quando em contato com o oxigénio do ar, se torna vermelho e recebe o
nome de brasileina, muito utilizada na época para o tingimento de penas e algoddo (Viana 1944 apud
Rocha 2004).

Neste panorama da importancia e da exploragdo do pau-brasil até os dias atuais, torna-se

evidente a necessidade do desenvolvimento de a¢des que criem subsidios para permitir a reposi¢cao
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desta espécie no bioma. Segundo Garay & Dias (2001), a reposicdo de uma espécie nas areas de sua
ocorréncia natural estd entre as responsabilidades da comunidade e dos 6rgdos publicos, bem como o
gerenciamento destinado a avaliar, conservar ¢ adequar a utilizagdo de areas de grande diversidade
bioldgica. Contudo, mesmo com o grande esforco da comunidade cientifica, ainda sdo insuficientes as
informagdes sobre diversas espécies.

O conhecimento dos aspectos bioldgicos de espécies vegetais do bioma da Mata Atlantica ¢ um
dos fatores necessarios para subsidiar planos de conservagdo a curto e longo prazo. O pau-brasil
apresenta um importante valor histoérico para o pais. Entretanto, hoje sua populagdo esta restrita a
poucas areas naturais e reservas experimentais (Bueno ef al. 2002, Rocha 2004). Desta forma, o estudo
desta espécie ¢ importante para se criarem metodologias que possibilitem a sua reintrodug@o nas areas
remanescentes da Mata Atlantica, bem como fomentar planos de conservagao.

Um importante aspecto da espécie ¢ a manutencdo da viabilidade de suas sementes. A
qualidade das sementes decai rapidamente (Aguiar & Barbosa 1985) impossibilitando, por exemplo, a
composicdo de bancos de germoplasma. Desta forma, para impedir a perda da viabilidade das
sementes, antes do inicio do armazenamento ¢ necessaria a aplicagdo de técnicas adequadas, que
requerem lotes de alta qualidade (Carvalho & Nakagawa 2000). Barbedo et al. (2002), que
classificaram as sementes desta espécie como ortodoxas por suportarem além da dessecagdo até baixo
conteudo de agua (7,6%), também o armazenamento por até¢ 18 meses (81% de germinagdo), sugerem
que este periodo pode ser ainda estendido se utilizados lotes de altissima qualidade fisiologica.

O estudo de matura¢do permite identificar o momento ideal de coleta das sementes durante o
seu processo de desenvolvimento e assim, a obtencdo de lotes com boa qualidade, uma vez que ¢
identificado o momento no qual as sementes estdo realmente maduras e com o seu maximo Vvigor.
Desta forma, novos resultados foram recentemente obtidos, como os de Hellmann er al. (2006),
armazenando estas sementes por até 24 meses em temperatura de congelamento e obtendo, ao final

desse periodo, elevada capacidade germinativa e de producdo de plantulas normais.



Caesalpinia echinata

Caesalpinia echinata Lam., o pau-brasil, apesar de possuir valor historico para o Brasil, ja foi
incluida na lista oficial de espécies da flora brasileira ameagadas de extingdo (Portaria IBAMA n° 37-
N, de 3 de abril de 1992). Além do seu valor econdmico atual para a confec¢ao de arcos de violino, a
espécie ¢ reconhecida também como uma excelente arvore paisagistica (Bueno et al. 2002, Barbedo et
al. 2002), apesar de sensivel, enquanto jovem, aos poluentes aéreos de grandes cidades (Bulbovas
2005). Pertencente a familia Leguminosae, subfamilia Caesalpinioideae, também ¢ conhecida, na
linguagem tupi-guarani, como ibirapitanga (madeira vermelha). Sua altura varia bastante segundo os
autores, entre 5 a 15 metros, com um tronco variando de 30 a 40 centimetros de didmetro (DAP) e até
70 centimetros em grandes arvores. Apresenta aculeos resistentes, folhas compostas, bipinadas de 10 a
15 centimetros, com 3 a 7 pinas e de 8 a 21 foliolos (Cunha & Lima 1992, Lorenzi 1992, Lewis 1998,
Rocha 2004).

A espécie tem distribuicdo natural restrita a costa oriental atlantica (floresta pluvial tropical
atlantica) e ocorre de Pernambuco, segundo Lewis (1998) ou Rio Grande do Norte, de acordo com
Cunha & Lima (1992) e Rocha (2004), ao Rio de Janeiro.

O periodo de floragdo, de uma forma geral em areas in situ e ex situ, ocorre entre setembro e
novembro, mas pode em algumas areas naturais se estender até janeiro (Cunha & Lima 1992, Rocha
2004 e observagdes pessoais ndo publicadas). Essas variacdes podem estar relacionadas a diferencas
ambientais especificas em cada regido como temperatura e fotoperiodo ou, ainda, a variabilidade
genética de cada populagdo (Summerfield ez al. 1997).

A espécie possui inflorescéncias com 15 a 40 flores (Lewis 1998). Os frutos, com 6 a 8
centimetros de comprimento e 2 a 3 centimetros de largura, sdo obliquos, podendo ser mais largos no

apice. Suas sementes de coloragdo acastanhada, sdo normalmente planas e irregularmente orbiculares,
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com 1 a 1,5 cm de didmetro (Cunha & Lima 1992), presentes entre 1 a 2 sementes por fruto (Lewis
1998).

O pau-brasil pode ser considerada uma planta heliéfila e resistente ao sol (Baroni 2005),
mesmo em condi¢des de clima seco e solo diferente do encontrado em seu bioma original, como no
bosque plantado hd 25 anos na regido de Mogi-Guagu, SP, em area de Cerrado, que apresenta
individuos bem estabelecidos.

As primeiras experimentagdes cientificas registradas sobre esta espécie datam de 1648,
realizadas pelos holandeses Guillaume Piso e Georg Marcgrave (Cunha & Lima 1992). O seu uso
medicinal ¢ pouco conhecido, mas de acordo com Ramalho (1978) apud Cunha & Lima (1992), sua
casca cozida pode aliviar flatuléncias e, em pd, pode fortalecer as gengivas.

Com relagdo a preservacdo ou conservagdo da espécie, iniciativas publicas e privadas foram
feitas através da implantagdo de bosques homogéneos ou de unidades de conservacdo por toda a sua
area de ocorréncia natural e fora desta. Neste ultimo caso, o Estado de Sdo Paulo apresenta grande
importancia para a conservagdo ex situ de pau-brasil, pois dos oito jardins botanicos existentes no
estado, seis conservam a espécie, além de outras instituigdes publicas e areas privadas onde podem ser
encontrados aglomerados de individuos jovens ou adultos da espécie. Estes locais ndo somente
realizam a conservacao da espécie mas, também, t€m importancia do ponto de vista botanico, historico
e simbolico (Rocha 2004).

Contudo, apesar de iniciativas para a conservacao ex situ de uma espécie, como por exemplo, o
cultivo dos proprios individuos em parques, jardins botanicos, agéncias internacionais, empresas,
grupos comunitarios ou outras areas privadas, bem como o armazenamento de sementes em bancos de
germoplasma (Frankel & Soulé 1992), sdo ainda insuficientes (Paiva 1999). A conservacdo ex situ
pode e deve ser utilizada como refor¢o mutuo, complementando a conservagdo in sifu (Botanic

Gardens Conservation International 2001).



Maturagdo, qualidade inicial, armazenamento e carboidratos de sementes

As sementes de C. echinata sdo consideradas de dificil manutencdo da viabilidade durante o
armazenamento, ndo suportando periodos superiores a trés meses, mesmo quando armazenadas sob
baixa temperatura (Aguiar & Barbosa 1985). Contudo, a partir de um lote selecionado e com teor de
agua reduzido a 7,6%, Barbedo et al. (2002) conseguiram armazenar estas sementes por até 18 meses e
obter 80% de germinacdo. Hellmann et al. (2006) obtiveram resultados ainda superiores, mantendo
sementes armazenadas por 24 meses e obtendo 67% de plantulas normais.

Além das condigdes do ambiente nas quais as sementes sdo armazenadas, outros fatores
interferem na manutengdo da viabilidade e na sua capacidade de conservagdo, dentre os quais, a
qualidade fisiologica inicial assume especial importancia. Esta qualidade depende, entre outros fatores,
do estadio de maturagdo, que influencia a capacidade de armazenamento por periodos prolongados
(Carvalho & Nakagawa 2000).

Assim, o reconhecimento da maturidade fisiologica das sementes, ou seja, 0 momento no qual
as sementes atingem o maximo aciumulo de matéria seca, bem como maiores germinabilidade e vigor,
torna-se fundamental para a obtencdo de sementes de elevada qualidade (Pifia-Rodrigues & Aguiar
1993, Carvalho & Nakagawa 2000). A colheita prévia a maturidade das sementes pode gerar lotes com
sementes mal formadas e, conseqiientemente, com baixo vigor. Estas podem ter sua manutencdo da
viabilidade durante o armazenamento prejudicada ou, até, apresentar problemas durante a germinacao,
quer pelo incompleto desenvolvimento do eixo embrionério, quer pela falta de acimulo de compostos
de reserva necessarios a germinacao. Sementes de pepino (Cucumis sativus), por exemplo, mantiveram
melhor viabilidade durante o armazenamento quando foram colhidas préoximo a maturidade
fisiologica, em relagdo as imaturas ou as armazenadas algum tempo no proprio fruto (Barbedo et al.

1999).
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A maturidade fisiologica pode variar em diferentes populagdes de uma mesma espécie, visto
que fatores genéticos, bidticos e abioticos sdo determinantes na maturagdo de sementes, sendo a
temperatura um dos principais (Carvalho e Nakagawa 2000, Pifia-Rodrigues & Aguiar 1993) e as
vezes, devido a antese das flores de algumas espécies ndo ocorrer uniformemente na época de
florescimento, sdo geradas sementes com diferentes graus de maturagdo em um mesmo individuo
(Marcos Filho 2005).

Condigdes ambientais adversas em uma pequena populacdo de cedro (Cedrela fissilis), por
exemplo, podem ter sido determinantes no prolongamento do periodo de maturacdo das sementes
segundo Corvello et al. (1999). Daws et al. (2004), por sua vez, observaram diferengas no tamanho
final de sementes de Aesculus hippocastanum (castanheira da India) quando as plantas foram
desenvolvidas sob diferentes temperaturas.

Quando a semente atinge maximo acumulo de matéria seca ¢ ndo mais recebe produtos da
planta mae, “desligando-se” desta, os niveis de agua ainda estdo elevados, podendo ocorrer rapida
deterioracdo ou, em alguns casos, germinag¢do na propria planta mae (viviparidade). Para evitar estas
ocorréncias, a planta pode acionar varios mecanismos, que visam a redu¢do na quantidade de dgua na
semente (Carvalho & Nakagawa 2000, Marcos Filho 2005). Para frutos de pau-brasil, como em outras
espécies que possuem frutos secos, a deiscéncia ¢ o mecanismo utilizado (Lewis 1998).

A maturidade fisiologica pode ser identificado ou associado a indices praticos como coloragdo
e dimensdes de frutos e de sementes, teor de dgua e conteido de matéria seca de sementes (Pifia-
Rodrigues & Aguiar 1993, Carvalho & Nakagawa 2000). Alguns destes foram considerados eficientes,
por exemplo, para sementes de Dalbergia nigra (Martins & Silva 1997), Miconia cinnamomifolia
(Pereira & Mantovani 2001), Calendula officinalis (Silveira et al. 2002), Tibouchina granulosa
(Lopes et al. 2005) e Mimosa caesalpiniifolia (Alves et al. 2005).

Embora muitos autores concordem que o conteido de matéria seca das sementes seja um

indicativo rapido e eficiente da maturidade fisioldgica, nem sempre ele ¢ eficiente, como verificado
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para sementes de Copaifera langsdorffii (Barbosa et al. 1992), para a qual o teor de 4gua nas sementes,
os indices de velocidade de germinac¢do ¢ a mudanca na coloragdo dos frutos para marrom escuro
foram mais eficientes. Esta mudanga na colora¢do poderia ser um indicador para dispersores pois, de
acordo com Lorenzi (1992), esta espécie € dispersa por passaros que se alimentam do arilo nutritivo
que envolve parcialmente a semente.

A associagdo com a germinabilidade também ¢ uma ferramenta interessante, conforme
verificado por Astolfi et al. (1981) para sementes de Coffea arabica (café). Contudo, em algumas
espécies sao instalados um ou mais tipos de dorméncia nas sementes durante o processo de maturagao
e, por essa razdo, pode haver dificuldades para avaliar e definir, corretamente, 0 momento em que as
sementes adquirem a maxima capacidade de germinagdo (Carvalho & Nakagawa 2000, Castro et al.
2004). Alias, caracteristicas visuais como morfologia ¢ mudangas na coloracdo dos frutos, para
espécies florestais nativas, também tém sido apontadas como associag¢des interessantes a maturidade
fisiologica das sementes (Pifia-Rodrigues & Aguiar 1993).

Durante a evolucao das espécies tropicais algumas adquiriram a caracteristica de sincronizar a
maturidade fisioldgica de suas sementes, com mudancgas nas cores dos frutos, sugerindo uma ligacao
com a sindrome de dispersdo, uma vez que poderia atrair potenciais animais dispersores (Pifia-
Rodrigues & Aguiar 1993). Em consenso a esta associagdo, verificam-se os dados obtidos por Hung
(2003) para sementes de Dalbergia cochichiensis que apresentaram niveis diferentes de vigor para
cada estadio de desenvolvimento, sendo sempre possivel a associacdo a diferentes cores.

Corvello et al. (1999) verificaram em sementes de Cedrella fissilis (cedro) que a maturidade
fisiologica, entre 29 e 31 semanas apds a antese, coincidiu com a mudanga na coloragdo dos frutos,
que deixaram de ser verdes e tornaram-se marrom-esverdeados. No entanto, o momento ideal de coleta
para obtenc¢do de sementes foi proximo a deiscéncia natural (32 semanas), quando as sementes tiveram

maior reducdo no seu teor de agua.
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O surgimento da camada negra nas sementes de milho doce aos 55 dias ap6s a floragdo foi um
excelente pardmetro para identificagdo da maturidade (Araujo 2006), assim como o surgimento de um
anel lilds na calaza e o funiculo na cor marrom em frutos de Bixa orellana (urucum),
concomitantemente ao momento no qual a semente atingiu o maximo de matéria seca (Mendes ef al.
2000).

Segundo Silva & Aguiar (1999), a mudanga na coloragdo dos frutos de Ocotea catharinensis
(canela-preta), ocorre antes da maturidade fisiologica das sementes, a qual é caracterizada pelo teor de
agua e contetido de matéria seca, indicativos estes praticos e confidveis. Por outro lado, em frutos de
Eugenia pyriformis (uvaia) e E. involucrata (cereja-do-mato), a mudanga na coloragdo dos frutos
ocorre apos a maturidade das sementes, mesmo para estas espécies com frutos muito nutritivos e que
sdo visitadas por diversos passaros (Pratavieira et al. 2005).

Outros métodos alternativos e ndo destrutivos também sdo encontrados na literatura, como a
utilizagdo de gradientes de fluorescéncia da clorofila do tegumento em sementes de Brassica oleracea
para a identificacdo de diferentes estadios de desenvolvimento da semente (Jalink ef al. 1998).

Na semente em desenvolvimento ocorrem ainda modificagdes quantitativas e qualitativas nos
carboidratos, proteinas e lipideos, sintetizados e acumulados durante as fases de histodiferenciacdo e
acimulo de matéria seca no desenvolvimento e que constituirdo as reservas nutritivas consumidas
desde a manutencdo, o desenvolvimento e a germinacdo do embrido, até o completo estabelecimento
da plantula de forma autotrofica (Buckeridge ef al. 2004a). Carboidratos como amido, alguns
polissacarideos de parede celular, sacarose e oligossacarideos da série da rafinose (RFO), sdo os
principais compostos de reserva das sementes, podendo ainda estes dois ultimos grupos e mais 0s
ciclitois, estarem associados com a capacidade de tolerancia a dessecagcdo de sementes ortodoxas (Lin
& Huang 1994, Obendorf 1997, Peterbauer & Richter 2001, Buckeridge et al. 2004b), adquirida
durante o desenvolvimento ¢ maturacao da semente (Kermode 1990, Hoekstra et al. 2001), ou ainda

no final deste processo (Castro et al. 2004).
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A sacarose e oligossacarideos da série da rafinose acumulados durante o desenvolvimento das
sementes s30 propostos como importantes estabilizadores de membrana durante o processo de
dessecacao das sementes (Caffrey et al. 1988).

Sementes maduras de pau-brasil, tolerantes a dessecacao, sao compostas de 30-40% de amido e
10-15% de carboidratos soluveis, com predominancia de sacarose, glicose, frutose, myo-inositol,
galactosil ciclitéis e tragos de rafinose e estaquiose (Garcia ef al. 2006, Hellmann 2006). Redugdes nos
niveis de germinabilidade destas sementes submetidas a diferentes tipos de armazenamento podem
estar relacionadas com a queda nos niveis de glicose e frutose em relagdo a sacarose (Garcia et al.
2006), mas ainda é desconhecido o momento no qual estes diversos tipos de agucares sdo armazenados
ou sintetizados na semente em desenvolvimento e quais poderiam de alguma forma estar relacionados
com tolerancia a dessecagdo de sementes de Caesalpinia echinata.

Estudos comparativos da maturagdo de sementes dessa espécie em diferentes regides sao
também importantes, pois podem fornecer maiores subsidios a identificacdo do melhor momento de
colheita de sementes de C. echinata e, ainda, verificar influéncias de diferentes fatores ambientais na

formacgao dessas sementes.
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OBJETIVO GERAL

Analisar as modificacdes fisicas e fisiologicas em sementes de Caesalpinia echinata Lam.
durante o processo de maturagdo em bosques plantados no Estado de Sao Paulo sob condicdes
ambientais diferentes, buscando estabelecer pardmetros para a identificacdo da maturidade fisiologica
e comparar as principais diferencgas e semelhancas entre estas modificagdes, bem como a composig¢ao

de alguns carboidratos ndo estruturais durante o desenvolvimento destas sementes.
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Maturation of Seeds of Caesalpinia echinata Lam. (Brazilwood),
an Endangered Leguminous Tree from the Brazilian Atlantic

Forest

Igor F. Borges, Jodo Del Giudice Neto, Denise A. C. Bilia, Rita de Cassia L. Figueiredo-Ribeiro

and Claudio J. Barbedo”
Instituto de Botanica, Caixa Postal 4005, 01061-970, Sao Paulo, SP, Brazil. E-mail: semente@estadao.com.br

ABSTRACT

The present work describes changes during the maturation process of seeds of Caesalpinia echinata
Lam. Individual flowers were tagged in the day of their anthesis and the pods were collected directly
from the branches from 32 to 65 days after flowering (DAF). Results obtained suggested that
physiological maturity of C. echinata seeds occurred ca. 60-65 DAF, immediately before shedding,

when seeds had 30-40% water content.

Key words: Harvesting, pau-brasil, pernambuco, physiological maturity, seed germination
INTRODUCTION

Caesalpinia echinata Lam. (pau-brasil, brazilwood, pernambuco) is one of the most important
plant species in Brazil and has been included in the list of the Brazilian flora species at risk of
extinction (Ibama, 1992), mainly due to its exploitation in the past. More recently, the idea of
extremely predatory forest logging based on the brazilwood exploitation in the colonial period was not
confirmed (Castro, 2002; Rocha, 2004).

Besides its current economical value for the violin bow manufacturing, this species is also an
ornamental tree, commonly cultivated in streets or parks (Corréa, 1974). It belongs to Leguminosae
(Caesalpinioideae) and measures between 5 and 15m height (Lewis, 1998). The natural distribution of
the species is restricted to the Atlantic Forest in the coast of Brazil, between Rio Grande do Norte and

Rio de Janeiro (Aguiar and Aoki, 1983; Cunha and Lima, 1992; Rocha, 2004). Currently, the size of

* Corresponding author
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natural populations of this species is small (Cardoso et al., 1998; Rocha, 2004).

The flowering period of C. echinata growing in an experimental area in the state of Sao Paulo,
Brazil, for about 24 years, is in August/September (at the beginning of the rainy season), the
maturation of the fruits occurring in the spring and summer, as previously reported (Aguiar, 2001).
The fruits are oblique, spiny, with 6-8cm length and 2-3cm width, sublunate dehiscent woody (Lewis,
1998) and contain 2-3 brownish seeds, with 1-1.5cm in diameter (Cunha and Lima, 1992). The valves
of the pods twist after dehiscence, and their surfaces are pubescent with Smm long woody spines
intermixed (Lewis, 1998).

The seeds of C. echinata are chartaceous and exfoliate (Teixeira et al., 2004) and have been
considered of short life span, not tolerating storage longer than 3 months, either under natural or
controlled conditions (Aguiar and Barbosa, 1985). The presumably short life span had several
technical implications in the past concerning seedling production (Ramalho, 1978; Aguiar and
Barbosa, 1985). More recently, Barbedo et al. (2002) showed that it was possible to obtain up to 80%
of germination after 18 months of storage under low temperatures, if the seeds were properly selected
before storage and dried under controlled conditions. Teixeira et al. (2004) reported the presence of
macrosclereides, fibres and paracytic stomata in the developing seed coat of C. echinata, the last
feature being rarely found in legume seeds. According to these authors, the seed coat features may
account for the low longevity of C. echinata seeds and their behaviour under storage.

Several factors may interfere in the maintenance of both seed viability and conservation,
mainly its initial physiological quality. Among other factors, this quality depends on the maturation
stage, being important to identify the physiological maturity to determine the best time for harvesting
(Carvalho and Nakagawa, 1983). Early harvesting can result in immature and low vigour seeds. Thus,
the conservation of the viability of such seeds can be harmed, either due to the incomplete
development of the embryonic axis and/or to the availability of reserve compounds necessary for the
germination and for the initial development of the seedlings. On the other hand, the harvesting of seeds
after the point of physiological maturity can also result in accelerated seed deterioration, as the
environmental conditions are often unfavorable to storage (Carvalho and Nakagawa, 1983; Mayer and
Poljakoff-Mayber, 1982).

Considering the variations observed in the behaviour of seeds under storage and the little
conclusive information about the best time for harvesting the seeds of C. echinata, the present work
describes morphological and physiological changes during the maturation process of these seeds, in

order to characterize their physiological maturity.
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MATERIAL AND METHODS

The collects were carried out during 2001 and 2002 in a homogeneous plantation (ca. 250
trees) located at the Biological Reserve and Experimental Station in Moji-Guacu (22°15-16" S and
47°8-12' W), state of Sdo Paulo, Brazil. Environmental data of the area are shown in Figure 1. During
the flowering period (August/September), in both years, individual flowers were tagged on the day of
their anthesis (9/Sep to 14/Sep and 21/Aug to 2/Sep, in 2001 and 2002, respectively). To analyse the
main phases of seed development (Kermode, 1990), the pods were collected directly from the branches
at 32, 40, 48, 52 and 59 days after flowering (DAF) in 2001 and at 40, 50, 60 and 65 DAF in 2002.
Each sampling period was considered as a different stage of the seed development. Additionally, seeds
were collected directly from the ground, not exceeding 24 hours after shedding, and were named
recently-dispersed seeds.

Fruits (four replicates of 10) were analysed for external characteristics that included size
(length, width and thickness) and aspects of spines and colour. The seeds (four replicates of 10) were
removed from the pods by hand and their length, width and thickness were also registered before
submitting them to evaluation of their physiological quality. Water content (%, on a fresh weight
basis) and the dry matter (mg seed™) for each stage of maturity were determined (four replicates of 10
seeds) after oven drying at 103°C + 3°C for 24h (Ista, 1985).

Germination tests were carried out by placing four replicates of 16 seeds in 11 x 11 x 3cm
plastic boxes each containing two thick germination papers, moistened previously with distilled water,
in germination chambers (Marconi MA400) at 25°C + 1°C, under continuous light. Germination was
evaluated every two days from the sowing day, by registering the protrusion of the primary root (until
in the least 5 mm). After 20 days, the number of seedlings with both normal radicular system and
shoots was registered.

The results were analysed by applying F-test (0.05) in an entirely randomized design, with four

replications, adjusted for polynomial regression equations (Steel and Torrie, 1980).
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RESULTS AND DISCUSSION

Anthesis in 2002 started ca. 15 days earlier than in 2001. This could be related to differences in
rainfall distribution between these years, from August to October (Fig 1). The first phase of seed
development, which was characterized by histodifferentiation or embryogenesis, was studied in C.
echinata by Teixeira et al. (2004). This phase was likely to have occurred before the first period
analysed in the present work (32 DAF).

The external characteristics of fruits and seeds from phase II to III are shown in Table 1 and
were based on Kermode (1990) that described development/dry mass accumulation of seeds, as phase
I1, and final maturation/drying, as phase III. From the initial stages of development (32 DAF) until 48
DAF, fruits were green-coloured and no substantial alterations were found during the whole period of
observation. Fruits started turning brown-stained at 59 and at 60 days in 2001 and 2002, respectively.
The natural dehiscence of the fruits occurred a few days after 59 DAF in 2001 and after 65 DAF in
2002, when they were brownish. Thus, dehiscence in 2002 took place a few days later than in 2001
and could be associated to environmental conditions, mainly the reduction in rainfall, relative humidity
and minimum temperature in 2002 (Fig 1). These results corroborated general information of Lima et
al. (2002), for which the period between flowering and shedding of C. echinata seeds was 60-70 days
(one month from flowering to fruit and 30-40 days for ripening and seed dispersion).

The identification and characterization of the stage of maturation just before dehiscence of the
fruits is important to obtain seeds of high vigour. Collecting seeds after dehiscence, when they have
been subjected to uncontrolled environmental conditions, can result in seeds of low quality. Results
presented in this work suggested that the colour of the fruits was a good indication of dehiscence. In
both years 2001 and 2002, the change in the colour of the fruits occurred around 60 days after anthesis
(Table 1), just before the dehiscence. Information concerning the association between the colour of the
fruits and the stage of seed maturity, in tree species, is found in the literature, as reported for Dalbergia

cochichinensis Pierre (Hung, 2003).



17
Table 1. External characteristics of pods and seeds of Caesalpinia echinata during maturation in 2001
and 2002.

Phase' DAF? Fruit characteristics Seed characteristics
II 32-48 light green (pale green), spines green light green, shining and with high
and flexible flexibility
II 50-60  dark green to brownish green, brownish dark green to brownish green, brown
green woody spines or purple spots and with low
flexibility
I 65-sh brownish green to brown, brown to brownish green to brown, brown or
purple spots, dark brown woody spines purple spots, non-flexible

' Phase I: histodifferentiation (see Teixeira et al, 2004); phase II: development/dry mass

accumulation; phase III: final maturation/drying. > Days after flowering (sh=shedding within 24 h).
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The size of the pods, including length, width and thickness, in both 2001 and 2002 increased
gradually during the analyzed period (Fig 2), being smaller in 2002, especially concerning to their
lenght and width. This could be related to differences in environmental conditions, mainly the rainfall
distribution and minimal temperatures in September and October, with both parameters being lower in
2002 than in 2001 (Fig 1). Even so, in both years of analysis, the length and the width of the fruits
reached values reported by Lewis (1998) for C. echinata, which were 6-8cm and 2-3cm, respectively.
The colour of the seeds followed the same pattern of changes observed in fruits, remaining greenish
during most of the period of fruit development, and becoming brownish at 59-60 DAF (Table 1). At
the end of the maturation period, some seeds presented purple spots on the surface.

The size of the seeds presented similar pattern of development found in fruits. The width and
the length reached maximal values at ca. 55 DAF (Fig 3, a and b) and thickness increased up to 59
DAF (Fig 3c). Differently from the fruits, the size of the seeds was very similar concerning both years
of analysis, indicating a lower influence of environmental conditions. The influence of temperature on
the development of seeds has been shown for several species. For example, the temperate woody
perennial Aesculus hippocastanum growing under warmer conditions presented seeds larger than those
under cooler temperatures (Daws et al., 2004). The physiological features analysed during maturation
of C. echinata seeds followed the classical pattern described for orthodox seeds (Kermode, 1990).

The water content of seeds in both years of analysis (Fig 4a) decreased gradually from the
beginning to the end of the maturation process. In 2001, the water content of the seeds was 76.8%
(equivalent to 3.35g of water.g”' of dry mass) at 32 DAF, decreasing to 45.4% (0.82 g of water.g” of
dry mass) at 59 DAF (Fig 4a). The water content of recently-dispersed seeds (not exceeding 24 hours
after shedding) was 13.7% (0.16 g of water.g” of dry mass), a typical value for orthodox seeds
(Roberts, 1973). Results suggest that as the seeds undergo maturing drying, there was a period of fresh
weight loss as estimated by a decline in the values of the seed water content. In 2002, 40 DAF seeds
presented water content of 72.2% (2.85 g of water.g” of dry mass), a value that was reduced to 30.6%
(0.45 g of water.g™' of dry mass) at 65 DAF (Fig 4a).

It was interesting to note that the values of water content in seeds from both years were very
close at 59-60 DAF (0.83 and 0.84g.g”', corresponding to 45.0% and 45.8%, Fig 4a). The regression
analysis performed allowed to estimate the water content for seeds just before shedding, in both years,
being ca. 30%. Thus, it could be assumed that the natural dehiscence of C. echinata pods, in Moji-

Guagu, took place just after the seeds reached 30% of water content on wet basis (0.43g.g™).
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Based on the results showed in this work, the colour of the fruits and both dimensions and
water content of the seeds could be used to indicate the beginning of the dehiscence phase. This
information might improve current technical recommendation for harvesting seeds of C. echinata, a
practical management previously based exclusively on the natural dehiscence (Lorenzi, 1992). At the
same time water content decreased, seed dry matter increased up to 59 DAF in 2001, reaching
250.3mg.seed”’, and up to 65 DAF in 2002, reaching 170.9mg.seed”’ (Fig 4b). The wide variation
found in seed dry matter between both years could be related to differences in environmental
conditions, mainly rainfall and temperature (Fig 1), as discussed above. Indeed, Ellis et al. (2000)
showed that ending irrigation early in rapid-cycling brassica plants resulted in earlier mass maturity,
altered the time course of maturation drying and reduced final seed weight. Similar changes seemed to
have occurred in C. echinata seeds in 2002, the lower rainfall and lower temperature probably
reducing the final dry mass of the seeds.

The regression analysis performed to seed dry matter revealed an increase in both years 2001
and 2002, especially in the former. According to several authors, seeds can reach the physiological
maturity when maximum values of dry matter are achieved (Carvalho and Nakagawa, 1983). In 2001
recently-dispersed seeds of C. echinata (collected up to 24 hours after dehiscence) presented dry
matter content (295.5mg.seed”’, data not shown) higher than those found at 60 DAF (pre-dehiscence
phase, Fig 4b), indicating that seed dry matter increased gradually up to the dehiscence of the fruits.

Seeds began to be able to germinate around 30-35 DAF in 2001 and 40 DAF in 2002.
Germinability increased from these points to 55-60 DAF in 2001 and to 60-65 DAF in 2002 (Fig 5a).
Normal seedlings have developed from seeds at 50 DAF in 2002, reaching maximum values at the end
of the maturation period, that was 65 DAF (Fig 5b). In 2001 the percentage of normal seedlings from
seeds collected at 59 DAF was higher than that observed in 2002 at the same stage of development
(Fig 5b). The influence of water availability to development of seeds was shown by Ellis et al. (2000).
They found that in rapid-cycling brassica plants, the reduction of irrigation diminished the time course
of seed maturation, increasing the maximal quality of the seeds. The normal development of C.

echinata seeds could be affected by the irregular distribution of rainfall recorded in 2002.
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Corroborating previous observations of Barbedo et al. (2002), recently-dispersed seeds
presented lower germinability (77% and 91% of germination in 2001 and 2002, respectively, data not
shown) and vigour (59% of normal seedlings, in both years, data not shown) than seeds collected
before shedding (Fig 5). It is important to emphasize the fact that in both years, seeds at 40 DAF,
presenting less than a third part of the amount of the final dry matter content (Fig 4b), were capable to
germinate (40% in 2001 and 2% in 2002, Fig 5a). However, although seeds of C. echinata acquired the
germination capacity very early in the maturation process, they were able to develop normal seedlings
only very close to dehiscence.

According to Teixeira et al. (2004) the endosperm of C. echinata seeds is completely consumed
during embryogenesis, thus characterizing an exendospermic seed. This process occurred probably
during the histodifferentiation phase of the embryo that preceded the first stage of seed maturation (32
DAF) analysed in the present work. Therefore, the capacity to produce normal seedlings, not found in
the early stages of seed maturation, was more related to the reserve deposition, in the expansion phase
(Kermode, 1990), than to the histodifferentiation of the embryo. The analysis of the reserve
compounds in cotyledons and embryo axis during maturation could contribute significantly to
understand the process of seedling development from seeds at different stages of maturation.

One of the major factors influencing vigour and viability is physiological maturity of the seeds
at harvest (Sliwinska, 2000) and this process is markedly affected by environmental factors, mainly
temperature and water availability. Experiments with the leguminous white lupin and yellow lupin
seeds indicated that the response of maturing seeds to environmental changes in temperature was
associated to changes in the content and composition of soluble carbohydrates stored in those seeds
(Gorecki et al., 2001).

Results obtained for seed dimensions, water and dry matter contents, germination and seedling
development suggested that physiological maturity of Caesalpinia echinata seeds occurred ca. 60-65
DAF, immediately before shedding. This short period between maturity and shedding is critical for
obtaining lots of seeds with high physiological quality, affecting further the germinability and
storability of the seeds (Barbedo et al., 2002). Conversely, harvesting premature seeds led to lower
seed quality although they germinated (Fig 5a). Therefore, the precise characterization of the
physiological maturity stage is crucial to define the best time for harvesting C. echinata seeds. In
Moji-Guacu, SP, Brazil, this time was reached when seeds had 30-40% water content, ca. 60-65 days
after flowering.

Data reported in this article increase the information about an endangered species of the
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Atlantic Forest and contribute to the protection of this environment, particularly concerning the

Leguminosae flora, that is one of the richest and most important families of the tropics (Lewis, 1987

and 1998).
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RESUMO

Sementes de Caesalpinia echinata Lam. tém sido consideradas como de curta longevidade. Contudo,
quando lotes sdo submetidos a sele¢do prévia ao armazenamento, ¢ possivel conservar sua viabilidade
por até 18 meses. Considerando a falta de informacdes conclusivas quanto a melhor época de colheita
dessas sementes, o presente trabalho descreve as modificagdes que ocorrem durante o processo de
maturacdo das sementes. Flores foram etiquetadas no dia de sua antese e os frutos foram colhidos
diretamente dos ramos dos 32 aos 65 dias apds a antese (DAA). Sementes dispersas naturalmente por
periodo ndo superior a 24 horas também foram coletadas, sendo designadas sementes recém-dispersas.
As caracteristicas externas e as dimensdes (comprimento, largura e espessura) de frutos e sementes
foram registradas. A avaliacdo da qualidade fisioldgica das sementes foi baseada no teor de 4gua, no
conteudo de matéria seca e na germinacdo. Os resultados sugerem que a maturidade fisiologica das
sementes de C. echinata ocorreu por volta de 60-65 DAA, imediatamente antes da deiscéncia, quando

as sementes tinham 30-40% de agua.
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ABSTRACT

Maturation of Seeds of Caesalpinia echinata Lam. (brazilwood) in three plantations in state of
Sado Paulo - Caesalpinia echinata Lam. (pau-brasil, brazilwood, pernambuco) is one of the most
important plant species in Brazil. Several factors may interfere in the maintenance of both seed
viability and seed storage conservation, mainly its initial physiological quality. Among other factors,
the quality of the seed depends on the maturation stage, being important to identify the physiological
maturity to determine the best time for harvesting. The present work describes changes during the
maturation process of seeds of Caesalpinia echinata Lam. in three diferent plantations in state of Sao
Paulo. Individual flowers were tagged in the day of their anthesis and the pods were collected directly
from the branches until 65 days after anthesis (DAA). Results obtained suggested that physiological
maturity of C. echinata seeds occurred ca. 60-65 DAA, immediately before shedding, when seeds had
30-40% water content.

Key words: Harvesting, pau-brasil, pernambuco, physiological maturity, seed germination
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RESUMO

Caesalpinia echinata Lam. (pau-brasil) ¢ uma das mais importantes espécies vegetais do
Brasil. Muitos fatores podem interferir na manutenc¢ao da viabilidade e na conservagdo das sementes,
principalmente sua qualidade fisioldgica inicial. Entre outros fatores, esta qualidade depende do grau
de maturagdo, sendo importante identificar a maturidade fisioldgica com vistas a determinar o melhor
momento para a colheita das sementes. O presente trabalho descreve as modificagdes que ocorrem
durante o processo de maturagao das sementes de Caesalpinia echinata Lam. em trés diferentes locais
do Estado de Sao Paulo, em bosques plantados. Flores foram etiquetadas no dia de sua antese ¢ os
frutos foram colhidos diretamente dos ramos até os 65 dias apds a antese (DAA). Os resultados
sugerem que a maturidade fisiologica das sementes de C. echinata ocorreu por volta de 60-65 DAA,
imediatamente antes da deiscéncia, quando as sementes tinham 30-40% de agua.

Palavras chave: pau-brasil, maturagdo de sementes, germinagao de sementes.
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INTRODUCAO

Caesalpinia echinata Lam., Leguminosae/Caesalpinioideae (pau-brasil) é espécie ameagada de
extingdo (IBAMA 1992) devido a exploragdo de sua madeira, para extracdo de pigmentos durante a
fase de colonia do Brasil e para a confec¢do de arcos de violino recentemente (Rocha 2004,
Angyalossy 2005).

Com ocorréncia natural restrita a floresta pluvial tropical atlantica (Mata Atlantica), entre os
Estados do Rio Grande do Norte e Rio de Janeiro, a situagdo atual desta espécie ¢ um dos exemplos de
distarbios causados a este bioma, pois atualmente ¢ encontrada em seu habitat somente em algumas
pequenas e poucas areas da Mata Atlantica (Cunha & Lima 1992, Rocha 2004).

O florescimento ocorre entre setembro e janeiro (Rocha 2004), apresentando 15 a 40 flores por
inflorescéncia (Lewis 1998), que produzem frutos obliquos com 1 a 2 sementes de coloragdo
acastanhada, normalmente planas e irregularmente orbiculares, que sdo dispersas devido a secagem
das valvas dos frutos (Cunha & Lima 1992, Lewis 1998).

Suas sementes toleram reducdo do teor de agua até¢ 7,6% de agua e, uma vez colhidas com
elevada qualidade fisioldgica e sanitaria, podem ser armazenadas por até dois anos (Barbedo et al.
2002, Hellmann et al. 2006); assim ha a possibilidade de insercdo das sementes de pau-brasil em
bancos de germoplasma, que ¢ importante mecanismo para eventual reposicdo de espécies em seu
bioma natural (Botanic Gardens Conservation International 2001).

Contudo, a obtencdo de lotes de sementes com elevada qualidade depende de estudos de
maturagdo, que possibilitam a identificagdio do momento ideal de colheita das sementes,
freqiientemente quando a maturidade fisiologica ¢ atingida (méximo acimulo de matéria seca, alta
germinabilidade e elevado vigor - Carvalho & Nakagawa 2000).

A colheita em momento anterior a maturidade fisiologica pode gerar sementes mal formadas e

com baixo vigor, com reflexos na capacidade de armazenamento ou problemas na germinagdo, quer
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pelo incompleto desenvolvimento do eixo embrionario, quer pela falta de acimulo de compostos de
reserva necessarios a germinacdo. Por outro lado, a colheita apds a maturidade fisioldgica pode
acarretar sua deterioracdo pela exposicdo a patdgenos e a intempéries do campo (Popinigis 1977,
Carvalho & Nakagawa 2000).

Apesar da utilizagdo de indices praticos como, por exemplo, a aparéncia visual de frutos e de
sementes, o teor de dgua e o conteudo de matéria seca das sementes, sua porcentagem de germinagao e
seu vigor (Pifia-Rodrigues & Aguiar 1993, Carvalho & Nakagawa 2000), diferengas decorrentes de
fatores genéticos, bidticos e abiodticos tais como temperatura, disponibilidade hidrica e fotoperiodo, sdo
determinantes durante a maturacdo de sementes (Pina-Rodrigues & Aguiar 1993, Summerfield et al.
1997, Carvalho e Nakagawa 2000, Ellis et al. 2000, Daws et al. 2004).

Desta forma, considerando a auséncia de informagdes conclusivas sobre o momento ideal de
coleta de sementes de Caesalpinia echinata, o estudo avaliou as modificacdes fisicas e fisiologicas
destas sementes durante o processo de maturagao em trés bosques plantados no Estado de Sio Paulo,

sob condi¢des ambientais distintas, buscando caracterizar a maturidade fisiologica.
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MATERIAL E METODOS

Obtencado do material de estudo

As sementes ¢ frutos de Caesalpinia echinata Lam. utilizadas neste estudo foram coletadas em
bosques homogéneos plantados e ja estabelecidos, nos seguintes locais do Estado de Sao Paulo,
conforme levantamento prévio desenvolvido por Rocha (2004):
- Jardim Botdnico Municipal "Chico Mendes", no municipio de Santos (23°56'18,8"S e 46°22"21,7"W,
altitude 0 metros), que tem 31 arvores com idade entre 15-21 anos e altura estimada entre 4-9 metros ,
das quais 7 foram utilizadas neste trabalho;
- Jardim Botdnico de Sdo Paulo, no municipio de Sao Paulo. (23°38'26,7"S e 46°37'26,5"W, altitude
792 metros ), que tem 72 arvores com cerca de 7 anos e altura estimada entre 3-5 metros, das quais 12
foram utilizadas neste trabalho;
- Jardim Zoobotanico de Franca, no municipio de Franca (20°28'33,4"S e 47°24'18,5"W, altitude 923
metros), que tem 350 arvores com cerca de 5 anos e altura estimada entre 1,5-3,5 metros, das quais 30
foram utilizadas neste trabalho.

A localizagdo geografica no estado destes 3 municipios ¢ apresentada na figura 1 e as
localizagdes destas populagdes nas respectivas regides sdo apresentadas nas figuras 2, 3 e 4.

No ano de 2004, em Sao Paulo e Santos, e no ano de 2005, em Franca, durante 20 dias no
periodo de maximo florescimento da espécie, foram marcadas inflorescéncias que apresentavam a

maior parte das flores em antese.



@ S-e'm Palulc

Figura 1. Foto de satélite das localizacdes geograficas dos municipios com bosques
plantados de Caesalpinia echinata utilizados no presente estudo (Mogi-Guacgu,

bosque utilizado no capitulo 1). Fonte: Google Earth, 2005.
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Figura 2. Foto de satélite do Jardim Zoobotanico de Franca com bosque plantado
de Caesalpinia echinata. Fonte: Google Earth, 2005.
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Figura 3. Foto de satélite do Jardim Botdnico Municipal “Chico Mendes” com
destaque para o local com bosque plantado de Caesalpinia echinata. Fonte: Google
Earth, 2005.
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Figura 4. Foto de satélite do Jardim Botanico de Sao Paulo com destaque destaque
para o local com bosque plantado de Caesalpinia echinata. Fonte: Google Earth,
2005.
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Os frutos foram colhidos aos 43, 50 e 60 dias apods a antese (daa), em Santos aos 33, 41, 50 e
60 daa, em Sao Paulo, e aos 28, 35, 44, 53 ¢ 60 daa, em Franca, que foram consideradas as idades de
frutos e de sementes para as analises realizadas posteriormente. Para o estudo em Sdo Paulo também
foram obtidas, apos cerca de 65-70 daa, sementes dispersas naturalmente sobre sombrite disposto
sobre o substrato do bosque, por um periodo inferior a 24 horas, denominadas sementes recém-
dispersas (rd).

Apos as coletas o material vegetal foi transportado para o laboratorio da Se¢ao de Sementes e
Melhoramento Vegetal do Instituto de Botanica de Sao Paulo, onde se realizou, imediatamente apos a
chegada, a abertura manual dos frutos (exceto para as sementes rd de Sdo Paulo) e obtencdo das

sementes.

Analise das caracteristicas externas de frutos e sementes

Durante o estudo de maturacdo registraram-se as caracteristicas visuais externas dos frutos ¢ de
sementes e, com paquimetro digital, tomaram-se as dimensdes de frutos (comprimento, largura medial,
espessura medial e maior espessura — ponto com a maior semente) e de sementes (comprimento,

largura e espessura), em quatro repeti¢des de 10 unidades cada.

Determinagoes da qualidade fisiologica das sementes

O teor de agua (expresso em porcentagem, com base na massa umida, % p,) dos frutos e das
sementes e o conteudo de matéria seca das sementes (mg.semente”) foram obtidos, para cada estadio
de maturacdo através do método de estufa a 103 °C por 17 horas (Ista 1996), em quatro repeti¢des de
cinco a dez sementes cada, dependendo da disponibilidade de sementes em cada idade.
Adicionalmente, para os materiais obtidos em Franca, também analisaram-se o teor de agua e o
conteudo de matéria seca de cotilédones, de eixos embrionarios e de tegumentos das sementes,

separadamente.
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O teste de germinagdo foi realizado em germinadores Marconi tipo MA400 com circulagdo
interna de agua, a 25+1°C, com fotoperiodo de 12 horas e 100% UR, baseando-se em informacgdes de
Mello et al. (2004). As sementes foram colocadas em rolo de papel para germinagdo (Germitest),
umedecidas previamente com agua até sua saturagdo e escorrendo-se o excesso (Brasil 1992), em
quatro repeti¢des de 10 a 16 sementes cada, dependendo da disponibilidade de sementes em cada
estadio. As leituras para este teste foram iniciadas a partir do segundo dia, em dias alternados,
registrando-se as sementes germinadas (protrusdo da raiz primaria de no minimo 5 mm), as plantulas
com desenvolvimento normal (presenca de sistema radicular e de parte aérea, ambos sem defeitos
aparentes) (Barbedo et al. 2002) e plantulas vigorosas (plantulas com desenvolvimento normal ¢ com
mais de 5 cm do colo a extremidade do primeiro par de folhas priméarias, no 20° dia contado a partir do
inicio do teste). Foi calculado também o Indice de Velocidade de Germinagio (IVG), através da
adaptagdo da formula de Indice de Velocidade de Emergéncia (Maguire 1962), obtendo-se: IVG =
(G1/N)) + (G2/Ny) + ... + (Gy/Ny), onde G1, G2, Gn = nimero de novas sementes germinadas no dia de

avaliacdo, N1, N2, Nn = niimero de dias apos a semeadura.

Para andlise comparativa entre o teor de agua dos frutos e das sementes e a real energia e
disponibilidade da 4gua nestes tecidos, analisou-se também o potencial hidrico (¥, em MPa) dos frutos
e das sementes nos diferentes estddios de maturagdo, por meio de medidor WP4 Dewpoint
Potentiameter, da Decagon, o qual se baseia na temperatura do ponto de orvalho do ar quando em
equilibrio higroscopico com a amostra avaliada. Foram utilizadas quatro repeticdes de cinco a dez
sementes cada. Adicionalmente, para os materiais obtidos em Franca, também se analisou o ¥ dos

cotilédones, eixos embriondrios e tegumentos das sementes, separadamente.
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Delineamento experimental e andlise estatistica
O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com quatro repeti¢des em todos os
testes. Os resultados foram submetidos a analise de variancia empregando-se o teste F ao nivel de 5%.
Em seguida, para os resultados obtidos em Franca e Sdo Paulo foram ajustadas regressdes polinomiais
(Steel & Torrie 1980), enquanto que para os resultados provenientes de Santos, devido ao menor
nimero de estddios de maturagdo obtidos, compararam-se apenas as médias pelo teste de Tukey, ao
nivel de 5% (Gomes 1982). Quando necessario para corre¢do da normalidade e da heterogeneidade, os

dados em porcentagem foram transformados para arc sen V% (Santana & Ranal 2004).



42
RESULTADOS E DISCUSSAO

Analise das caracteristicas externas de frutos e sementes

O inicio do florescimento de Caesalpinia echinata ocorreu primeiro em Franca, na segunda
quinzena de agosto, seguido por Sdo Paulo, na primeira quinzena de setembro e em Santos, na
primeira quinzena de outubro. A diferenca observada pode estar relacionada a variagdes das condi¢des
ambientais como, por exemplo, a pluviosidade, umidade relativa do ar e as temperaturas maxima,
minima e média.

A variagdo no inicio do florescimento de C. echinata pode ocorrer até em uma mesma regido,
de um ano para outro, conforme observaram Borges et al. (2005) em uma populagdo de C. echinata
plantada em darea de cerrado. Segundo os autores a diferenca observada de 15 dias no inicio do
florescimento entre dois anos consecutivos pode estar relacionada a precipitagdo pluvial, pois no
periodo com menor quantidade de chuvas o florescimento ocorreu 15 dias mais cedo.

A formagdo e a maturagdo das sementes podem ser agrupadas, didaticamente, em trés fases: I -
histodiferenciagao ou embriogénese; II - desenvolvimento e acimulo de matéria seca; Il - maturagdo
propriamente dita e a secagem da semente (Kermode 1990, Carvalho & Nakagawa 2000, Marcos Filho
2005). A fase I, identificada no primeiro més apos a formagao do zigoto para C. echinata, foi estudada
por Teixeira et al. (2004). No presente estudo verificou-se que as modificagdes morfologicas e
fisioldgicas ocorreram nas fases II e III.

Durante as fases II e III, predominou a coloragdo verde dos frutos de todas as populagdes
avaliadas, com tonalidade mais clara e com aculeos flexiveis entre os 28 ¢ 44 daa e mais escura,
algumas vezes com pequenas manchas de coloragdo castanho claro, a partir dos 50 daa. No entanto,
aos 60 daa os frutos ja apresentavam grandes areas com manchas castanhas ou estavam totalmente

pigmentados por esta cor, inclusive seus actleos que ja se apresentavam rigidos (tabela 1).
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Tabela 1. Caracteristicas externas de frutos e de sementes de Caesalpinia echinata obtidos nos

municipios de Franca, Sdo Paulo e Santos durante o desenvolvimento e maturagao.

DAA' Fase’ Caracteristicas dos Frutos Caracteristicas das Sementes
28-44 II Verde-claros, flexiveis, aculeos verdes Verde-claras, brilhantes e bem flexiveis
e fexiveis
50-60 11 Verde-escuros, pouco flexiveis, Verde-escuras, pouco flexiveis e as
algumas manchas castanhas, aculeos vezes com manchas parpuras ou
verde-escuros ou castanhos e pouco castanhas
flexiveis
60-dn’ 11 Castanhos, rigidos e com actleos Pardas ou marrons, algumas vezes
castanhos e rigidos ainda com resquicios de verde-escuro,

rigidas e com manchas ptrpuras

" DAA: dias ap6és a antese. > dn: dispersdo natural em periodo inferior a 24 horas. ° Fase I:
Histodiferenciagdo (Teixeira et al. 2004); Fase II: desenvolvimento/acimulo de matéria seca; Fase III:

final da maturacao/dessecagao.
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Em todas as populacdes avaliadas o comprimento dos frutos manteve-se constante desde os
primeiros estadios avaliados (28 daa em Franca) até o momento anterior a dispersdo, com valores entre
63 a 69 mm (figura 5 e tabela 2). Apesar de no final da maturacdo a largura dos frutos tenha sido
proxima a 22,50 mm, esta caracteristica apresentou variagdes entre as populagdes, pois, enquanto os
frutos provenientes de Santos atingiram esta marca por aumento progressivo dos 43 aos 60 daa (tabela
2), em Sao Paulo ocorreu o comportamento inverso dos 33 aos 60 daa (figura 5), e em Franca a largura
manteve-se praticamente inalterada. Contudo, apesar das diferengas significativas, as alteragdes em
largura foram pouco pronunciadas desde a primeira época de coleta (28 daa). Estas dimensdes dos
frutos sdo concomitantes as reportadas por Lewis (1998) para a espécie, ou seja, 6-8 cm de
comprimento e 2-3 cm de largura.

De uma forma geral, comparando-se a espessura medial em relagdo a espessura onde se alojava
a maior semente, o comportamento entre estas duas variaveis foi praticamente o mesmo para cada uma
das populagdes, variando cerca de 2,00 mm (figura 5 e tabela 2). Considerando esta similaridade, a
espessura final dos frutos foi semelhante entre as populagdes, ou seja, aproximadamente 5,60 mm. No
entanto, enquanto em Santos esta dimensdo ndo apresentou mudangas no comportamento, para as
outras duas populacdes, o maximo de espessura foi atingido apds constante aumento do inicio ao final
da maturacao.

O fato das dimensdes dos frutos atingirem valores maximos logo no inicio do processo de
maturacgdo, observado também em outras espécies como Bixa orellana (Mendes et al. 2006), poderia
estar relacionado a um maior direcionamento de reservas da planta para a formagao rapida do fruto,

visto que em uma segunda etapa, esta estrutura formard as sementes em seu interior (Figueiredo 1996).
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semente) dos frutos de Caesalpinia echinata obtidos nos municipios de Franca (O, linha
cheia) e Sao Paulo (A, linha tracejada) durante o desenvolvimento e maturacao. Regressdes
(p<0,05): Yo = -0,0016X°+0,195X>-7,394X+151,642, r* = 0,73, CV = 2,75%; Yo =
66,20; Yo = -0,0006X°+0,073X%-2,792X+55,560, 1* = 0,63, CV = 2,49%; Yo = -
0,0012X°+0,172X>-8,116X+147,74, r* = 0,83, CV = 3,58%; Y0 = -0,0003X°+0,032X*
1,200X+16,343, 1 = 0,90, CV = 9,89%; YA = 0,004X>-0,345X+9,931, r* = 0,82, CV =
7,33%; Y@o = -0,0003X°+0,033X>-1,122X+14,973, r* = 0,94, CV = 5,08%; Y@o =
0,065X+1,343,1° = 0,83, CV = 7,17%.
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Tabela 2. Dimensdes (mm) de frutos e sementes de Caesalpinia echinata, obtidos no municipio de

Santos durante o desenvolvimento e maturagao.

Varidveis DAA

43 50 60 C.V. (%)
Comprimento dos frutos (mm) 63,97b 65,10b 68,83a 2,74
Largura dos frutos (mm) 21,27¢ 22,31b 23,52a 2,25
Espessura dos frutos (mm) 3,38b 4,32a 4,26ab 10,40
Esp. dos frutos - ponto com semente (mm) 5,35a 5,80a 5,60a 5,00
Comprimento das sementes (mm) 16,39a 17,07a 17,17a 3,16
Largura das sementes (mm) 14,06a 14,26a 13,47a 3,07
Espessura das sementes (mm) 3,23b 3,59a 3,32b 4,03

Meédias dentro de cada varidvel, seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, ao

nivel de 5% de probabilidade.
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A mudanga na coloragdo das sementes acompanhou, em todas as populagdes, 0 mesmo padrao
encontrado nos frutos, mantendo-se verde claras durante quase todo o periodo de desenvolvimento,
iniciando-se o escurecimento ¢ o surgimento de algumas manchas violaceas somente a partir dos 50
daa, seguido da passagem para a coloragdo parda apenas aos 60 daa (tabela 1). A presencga destas
manchas violaceas ndo encontra, ainda, explicagdo conclusiva na literatura.

As sementes das populacdes de Sao Paulo e de Franca apresentaram evolugdo do comprimento
e da largura semelhantes, com aumento progressivo nestas dimensdes durante a maior parte do
processo seguido por uma estabilizacdo do crescimento na fase final da maturagdo, atingido
aproximadamente 15,50 mm em comprimento ¢ 13,00 mm em largura aos 60 daa (figura 6). Contudo,
em Santos, apesar das sementes apresentarem valores um pouco superiores, ou seja, 17,17 mm em
comprimento e 13,47 mm em largura, ndo houve diferencas significativas entre os diferentes estadios
analisados (tabela 2). A espessura das sementes no final do processo de maturagdo ndo variou
consideravelmente entre as populagdes e atingiu, em média, 3,00 mm. Contudo, em Santos e Sao
Paulo essa dimensdo final foi observada logo nas primeiras idades estudadas, em Franca houve
aumento das primeiras as Ultimas épocas de coleta, quando entdo atingiram-se os mesmos niveis das
outras duas populagdes (figura 6 e tabela 2).

A temperatura inadequada durante o processo de desenvolvimento das sementes tem sido
apresentada como um fator estressante para a maioria das espécies vegetais. Daws et al. (2004), por
exemplo, observaram a produ¢do de sementes maiores de Aesculus hipocastanum quando estas plantas
foram desenvolvidas dentro de condi¢des mais quentes em relagdo a outras plantas sob condi¢gdes mais
frias. No entanto, as semelhancas observadas nas dimensdes nas sementes de C. echinata, mesmo
quando obtidas de diferentes populacdes sujeitas a condi¢des climaticas diversificadas, indicam que o

seu tamanho final foi pouco influenciado por estes fatores.
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Figura 6. Dimensdes (A: comprimento; B: largura; C: espessura) das sementes de
Caesalpinia echinata obtidas nos municipios de Franca (O, linha cheia) e Sao Paulo (A,
linha tracejado) durante o desenvolvimento e maturagdo. Regressdes (p<0,05): Y0 = -
0,018X*+1,873X-31,659, r* = 0,97, CV = 3,00%; Y @A = -0,010X?*+1,236X-23,371, r* = 0,89,
CV = 10,38%; Y0 = 0,0003X°-0,059X*+3,564X-57,470, r* = 0,98, CV = 5.20%; Y& = -
0,010X*+1,312X-28,202, r* = 0,94, CV = 11,10%; Yoo = -0,0001X*+0,012X*
0,343X+3,498, 1° = 0,96, CV = 4,84%; Y (52 = 2,07.
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Determinagoes da qualidade fisiologica das sementes

As caracteristicas fisiologicas das sementes de C. echinata permitem classifica-las como
sementes ortodoxas (Barbedo et al. 2002, Borges et al. 2005). Corroborando tal comportamento, o teor
de 4dgua das sementes, em todas as populacdes avaliadas, reduziu lentamente do inicio da maturagdo
até aproximadamente 45-50 daa, quando entdo apresentou queda mais rapida e continua até o final do
processo de maturagdo (figura 7 e tabela 3). Os teores de dgua atingidos pouco antes da dispersdo
natural das sementes, ao final da maturagdo, foram 46,4%, 36,5% e 34,7%, respectivamente para
Franca, Santos e Sdo Paulo. Esses valores reforgam a afirmagdo de Borges et al. (2005) de que as
sementes de C. echinata sdo dispersas aos 65-70 daa, quando estdo com teor de dgua proximo a 35-
40%. Em Sao Paulo, unico local onde foi possivel obter sementes recém-dispersas, estas estavam com
teor de d4gua bem menor (16,7%), provavelmente pela exposi¢do ao ar (Roberts 1973), ainda que por
curto periodo.

Em virtude da obtengdo de maior quantidade de sementes na populagdo de Franca, os teores de
agua, e também potenciais hidricos e matéria seca, dos tegumentos, dos cotilédones e dos eixos
embriondrios, entre os 35 e 60 daa, também foram analisados (figura 8). O teor de 4gua nestes trés
tecidos reduziu constantemente do primeiro estadio com 73,7%, 88,3% e 80,4% respectivamente para
tegumentos, cotilédones e eixos embriondrios, até¢ o ultimo, com 38,5%, 34,6% e 44,4 %. E
interessante observar que o eixo embriondrio mantem niveis mais altos de agua em relagdo aos tecidos

de reserva (cotilédone) e de prote¢do (tegumento).
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Figura 7. Teor de agua de sementes (A) e frutos (C) e potenciais hidricos de sementes (B) e
frutos (D) de Caesalpinia echinata obtidos nos municipios de Franca (O, linha cheia) e Sao
Paulo (A, linha tracejada) durante o desenvolvimento e maturagdo. Regressoes (p<0,05):
Yo = 0,0019X°-0,324X°+16,556X-182,114, r* = 0,99, CV = 2,05%; Ygo = -
0,0055X°+0,648X>-25,004X+391,587, r* = 0,97, CV = 5,19%; Y0 = -0,0029X°+0,337X>-
13,049X+222,099, r* = 0,91, CV = 6,85%; Y& = -0,0073X°+0,977X>-43,371X+693,952, r°
= 0,95, CV = 7,62%; Y00 = -0,0008X°+0,121X?-6,007X+97,075, r* = 0,84, CV = 25,16%;
Yoo = 0,015X%1,410X+34,987, r* = 0,82, CV = 17,85%; Y0 = 0,017X>-1,439X+31,287,
r*=0,71, CV = 42,43%; Y g2 = 0,012X*-0,957X+20,463, r* = 0,77, CV = 35,07%.
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Tabela 3. Teores de agua (%, BU) e potencias hidricos (MPa) de frutos e sementes e conteudo de
matéria seca (mg.semente’') de sementes de Caesalpinia echinata, obtidos no municipio de Santos

durante o desenvolvimento ¢ maturacao.

Variaveis DAA
43 50 60 C.V. (%)
Teor de dgua das sementes (%, BU) 63,5a 62,3a 36,5b 4,94
Teor de agua dos frutos (%, BU) 48,7a 48,5a 22,1b 2,34
Potencial hidrico das sementes (MPa) -2,1b -2,0b -7,5a 43,92
Potencial hidrico dos frutos (MPa) -2,4b -2,3b -13,7a 12,18
Matéria seca das sementes (mg.semente'l) 161,75b 194,00b 308,67a 11,83

Meédias dentro de cada varidvel, seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, ao
nivel de 5% de probabilidade.
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Figura 8. Teor de agua de tegumentos (A), cotilédones (C) e eixos embrionarios (E) e

potenciais hidricos de tegumentos (B), cotilédones (D) e eixos embrionarios (F) de sementes

de Caesalpinia echinata obtidas no municipio de Franca (O) durante o desenvolvimento e
maturagdo. Regressdes (p<0,05): Y = -0,0105X°+1,384X°-60,166X+934,205, r* = 0,95, CV
= 6,21%; Y = -0,072X?+4,702X+11,574, r* = 0,98, CV = 4,64%; Y, = -0,092X*+7,392X-
66,264, 1> = 0,74, CV = 13,56%; Y ()= 0,023X>-2,048X+44,850, r* = 0,73, CV = 52,19%; Y o)
= 0,020X°-1,727X+36,737, r* = 0,89, CV = 36,23%; Y = 0,0032X°-0,419X>+17,916X-

245,459, > = 0,88, CV = 27,07%.
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O periodo de dessecacdo nas sementes ortodoxas ao final do processo de maturagdo, na Fase
I11, é importante, pois a reducdo do metabolismo da semente a torna menos susceptivel a deterioragdo
e ao ataque de patogenos. Sua viabilidade é prolongada, além de permitir que processos fisioldgicos
anteriormente voltados ao acumulo de reservas durante o desenvolvimento sejam modificados para
processos voltados ao estabelecimento da capacidade germinativa ou dorméncia na semente. Durante o
processo evolutivo esta caracteristica provavelmente foi selecionada nas sementes que deveriam
atravessar periodos com condi¢des ambientais inadequadas ao crescimento de suas plantulas e, desta
forma, deveriam entrar em um processo de reducdo maxima do metabolismo (Barbedo & Marcos Filho
1998 e referéncias incluidas).

O teor de agua dos frutos apresentou o mesmo comportamento de perda de agua observado nas
sementes, mas com valores inferiores, ou seja, partindo de 50,0 % de 4dgua e terminado com 25,0 % de
agua em média para os trés locais (figura 7 e tabela 3).

As modificagdes nos teores de agua de sementes ¢ de frutos tém sido utilizadas como
parametros adequados para caracterizar o estddio de maturagdo (Carvalho & Nakagawa 2000). No
entanto, a quantidade de agua presente na semente ndo necessariamente representa o estado energético
dessa agua (Vilela & Marcos Filho 1998). De fato, no presente estudo, os resultados observados para
potencial hidrico, tanto das sementes quanto dos frutos das populagdes avaliadas, ndo acompanharam a
mesma tendéncia dos valores de teor de dgua durante as diferentes fases de desenvolvimento (figura 7
e tabela 3).

Apesar do teor de agua elevado das sementes no inicio da maturacdo (figura 7 e tabela 3), os
potenciais hidricos encontravam-se inicialmente a -6,9, -4,8 e -2,1 MPa para Franca, Sdo Paulo e
Santos, respectivamente (figura 7 e tabela 3). Nas sementes de Franca, que apresentaram mais
elevados teores de agua (80,4 %), também apresentaram valores mais negativos no potencial hidrico.
Verifica-se assim que, para sementes de C. echinata, durante o periodo de maturacdo, a grande

quantidade de 4gua no inicio do desenvolvimento ndo implica, necessariamente, em grande
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disponibilidade de 4gua livre para a semente, talvez pelas constantes reacdes com diversos solutos
durante a formacao dessas sementes.

A populagdo de Santos novamente apresentou valores iniciais diferentes em relagdo as outras
duas populacdes, mas que novamente podem ser justificados pelo estadio de desenvolvimento mais
avancado (43 daa). Observando-se o mesmo periodo em Franca e S3do Paulo, de acordo com as
regressoes, verificamos valores também bastante elevados, chegando proximos a 0 MPa (Franca).
Modificagdes nos potenciais hidricos das sementes, de valores mais negativos no inicio da maturagao
em sentido a valores menos negativos entre os 40-50 daa, indicam maior quantidade de agua
disponivel para as reagdes metabdlicas neste estddio de maturagdo, momento este que o teor de agua
nas sementes encontra-se também elevado, mas com valores ainda proximos ao observado no inicio da
maturagao (figura 7). Avangando na maturacdo, o potencial hidrico decai para valores novamente mais
negativos, atingindo nos ultimos estadios analisados os valores de -7,5, -4,6 ¢ -3,1 MPa em Santos,
Sado Paulo e Franca, respectivamente (figura 7 e tabela 3), acompanhando, concomitantemente, a
acentuada dessecacdo das sementes na Fase III. Em Sao Paulo, sementes recém-dispersas que
apresentavam 16,7 % de dgua possuiam potencial hidrico extremamente negativo, ou seja, -54,5 MPa.
Delgado (2006) verificou em sementes maduras de diferentes espécies de Eugenia (Myrtaceae) a
mesma correlacdo positiva entre os potenciais hidricos e os teores de agua, reduzidos por processo de
secagem.

Em Franca, de uma forma geral, os potenciais hidricos dos tegumentos, cotilédones e eixos
embriondrios, no periodo analisado, apresentaram o mesmo comportamento observado nas sementes
integras, ou seja, inicialmente menor disponibilidade hidrica, seguida por maior disponibilidade
hidrica entre os 40-50 daa e, novamente, a posterior reducdo até o final da maturagdo (figura 8). No
entanto, a fase de maior disponibilidade hidrica para o eixo-embriondrio ocorreu 5 dias apds (45-55

daa) em relacdo aos outros dois tecidos. Estes tecidos também apresentaram ao final do processo de
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maturacgdo, valores mais negativos de potencial hidrico em relagdo as sementes integras, chegando a -
9,7 MPa nos eixos embrionarios.

Nos frutos, de acordo com as regressdes polinominais, os potenciais hidricos repetiram o
comportamento anteriormente descrito, para as populacdes (figura 7). Contudo, os valores iniciais dos
potenciais hidricos foram menos negativos em relacdo aos mesmos estadios avaliados nas sementes,
mas aos 40-50 daa iniciou-se uma inversdo nesta relacdo que se manteve até o final do processo de
maturacdo em todas as populagdes, ficando os frutos com valores mais negativos de potencial hidrico
(figura 7 e tabela 3).

Quanto mais negativo ¢ o potencial hidrico em um sistema aquoso, menor sera também a
disponibilidade de agua nesse sistema. Quando dois sistemas aquosos sdo separados por uma
membrana permeavel, ocorrera sempre a migracao da agua do potencial hidrico mais elevado para o
mais baixo ou negativo, buscando-se o equilibrio energético entre os sistemas (Larcher 2000, Castro et
al. 2004). A inversdao nos potenciais hidricos entre os frutos e sementes a partir dos 40-50 daa, pode
permitir a perda de agua das sementes (figura 7 e tabela 3), com base no principio acima descrito,
através da migracao desta para os frutos de forma passiva, uma vez que ao apresentar potencial hidrico
inferior a semente neste periodo, o fruto poderia absorver a dgua das sementes por diferencas no
potencial hidrico.

O contetido de matéria seca das sementes aumentou progressivamente do inicio ao final do
processo de maturagdo, entretanto com valores finais bem distintos entre as 3 populacdes (figura 9 e
tabela 3). Em Santos foram observadas aos 60 daa, sementes mais pesadas, com 308,67 mg.semente .
Com sementes menores, Franca atingiu o maximo acumulo de matéria seca aos 60 daa com cerca de
236,25 mg.semente” e, em Sdo Paulo, segundo a regressdo de 2° grau que ndo permitiu verificar-se o
maximo acumulo de matéria seca, mas este deve estar proximo ao valor encontrado aos 60 daa que foi

cerca de 193,26 mg.semente .
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Figura 9. Conteido de matéria seca de sementes de Caesalpinia echinata durante o

desenvolvimento e maturag¢do: sementes integras (A) para Franca (O, linha cheia) e Sdo

Paulo (A, linha tracejada) e tegumentos (B), cotilédones (C) e eixos embrionarios (D)
somente para Franca (O, linha cheia). Regressdes (p<0,05): Yo = -0,028X°+3,809X>-
158,054X+2065,930, r* = 0,95, CV = 11,07%; Y@a = 0,299X%-20,972X+374,775, r* = 0,93,
CV = 30,54%; Y @) = -0,0094X°+1,283X>-55,557X+791,911, r* = 0,98, CV = 6,64%; Yo = -
0,033X°+4,889X°-229,092X+3437,221, r* = 0,99, CV = 10,86%; Y = 0,147X-4,896, r* =
0,94, CV = 14,42%.
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Estas diferengas poderiam, novamente, ser explicadas pelas diferengas no volume de chuvas
entre estes locais, uma vez que em Santos, com possiveis indices pluviométricos maiores, foram
constatadas sementes com maiores quantidades de matéria seca. O fato também foi observado por
Borges et al. (2005) para a produgdo de sementes da mesma espécie, durante dois anos consecutivos,
atribuindo-se a diferencas na precipitagdo durante o periodo de desenvolvimento das sementes. Ellis et
al. (2000) verificaram reducdo no periodo de acumulo de matéria seca em sementes de brassicas e
conseqiientemente redu¢do no acimulo de matéria seca, quando da redugdo da irrigacdo das plantas.
Da mesma forma, Daws et al. (2004) demonstraram influencia no peso final de sementes de Aesculus
hippocastanum em decorréncia de mudangas no regime hidrico durante o periodo de sua formacao.
Todas estas redugdes poderiam estar relacionadas a diminui¢des na atividade fotossintética, resultado
da menor quantidade de dgua e desta forma, menor produgdo de assimilados (Larcher 2000).

Para a populacdo em Franca, as andlises realizadas separadamente do conteudo de matéria seca
dos tegumentos, dos cotilédones e dos eixos embriondrios indicaram comportamento similar ao
observado para sementes integras (figura 9).

O periodo de maximo acimulo de matéria seca verificado entre as 3 populacdes foi atingido
entre os 60-65 daa, momento que poderia ser definido como “ponto de maturidade de massa” Ellis &
Pieta Filho (1992). No entanto, outros autores (Pifia Rodrigues & Aguiar 1993, Carvalho & Nakagawa
2000), apesar de concordarem com a importancia deste momento no desenvolvimento da semente, nao
adotam uma terminologia especifica para ele, mas definem o termo “ponto de maturidade fisiologica”
no qual, além do maximo acumulo de matéria seca, outros pardmetros também importantes como, por
exemplo, o méaximo de germinabilidade e vigor das sementes, devem ser considerados como

parametros para a identificacdo de sementes de excelente qualidade.
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Sementes de C. echinata sao capazes de germinar ja no inicio da Fase II de desenvolvimento
(figura 10 e tabela 4), quando as sementes possuem menos de 1/3 da matéria seca final e apresentam
alto teor de agua (figuras 7 ¢ 9 e tabela 3). Desta forma, a germinacdo dessas sementes, que podem
suportar até 7% de secagem (Barbedo ef al. 2002), ocorreu mesmo sem as sementes passarem pelo
processo de secagem ao final da maturagdo, o qual ¢ fundamental para muitas espécies com sementes
classificadas como ortodoxas (Kermode 1990). Com 16 % de germinagdo aos 35 daa, as sementes de
Franca foram as primeiras a adquirirem germinabilidade. Em todas as populagdes, a germinacao
aumentou progressivamente durante todo o processo de maturagdo, com valores maximos e muito
préoximos atingidos aos 58-60 daa em Franca (94%), 60 daa em Santos (93%) e por volta dos 60-65
daa em Sao Paulo (90%). Mesmo com altos valores de germinagdo obtidos, segundo Aguiar &
Barbosa (1985) e Barbedo et al. (2002), sementes de C. echinata com elevado vigor atingem valores
superiores a 95% de germinacao.

Apesar da semente adquirir condigdes de germinar ainda muito cedo no processo de
desenvolvimento, possivelmente as reservas acumuladas ainda sejam insuficientes para a producao de
plantulas ou os processos metabdlicos necessarios para a formacdo da semente madura, ainda ndo
estejam concluidos, pois plantulas com desenvolvimento normal foram verificadas, de uma forma
geral nas trés populagdes analisadas, somente a partir dos 50 daa (figura 10 e tabela 4) e aumentou
progressivamente, atingindo o maximo entre os 60-65 daa de acordo com as regressdes obtidas.
Momento este coincidente também aos maximos de matéria seca e germinacdo (figuras 9 e 10 e tabela

3e4).
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Figura 10. Germinacdo (A), plantulas com desenvolvimento normal (B), plantulas vigorosas
(C) e indice de velocidade de germinacdo (D) para sementes de Caesalpinia echinata obtidas
nos municipios de Franca (O, linha cheia) ¢ Sdo Paulo (A, linha tracejada) durante o
desenvolvimento e maturagdo. Regressoes (p<0,05): Y@o = —0,0041X3+O,477X2—
14,285X+113,164, 1* = 0,95, CV = 12,27%; YA = 0,149X*-10,554X+185,707, r* = 0,96,
CV = 26,16%; Y10 = 0,102X>-6,701X+107,420, r* = 0,87, CV = 40,81%; Y2 = 0,011X°-
1,305X%+52,458X-694,613, 1* = 0,98, CV = 27,06%; Y0 = 0,068X>-4,537X+73,489, r* =
0,80, CV = 60,77%; Y2 = 0,009 X>1,124X7+45,802X-613,202, 1* = 0,93, CV = 52,15%;
Yo = -0,0002X°+0,033X>-1,387X+17,820, 1 = 0,96, CV = 19,87%; YA = 0,0087X*-
0,678X+13,042, r* = 0,93, CV = 38,57%.
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Tabela 4. Germinagao (%) e indice de velocidade de germinacdo (IVG) de sementes, plantulas com

desenvolvimento normal (%) e plantulas vigorosas de Caesalpinia echinata, obtidas no municipio de

Santos durante o desenvolvimento e maturagao.

Variaveis DAA
43 50 60 C.V. (%)
Germinagao (%) 30c 60b 93a 22,43
Plantulas com desenvolvimento normal (%) 0b 20b 80a 31,62
Plantulas vigorosas (%) 0b 0b 67a 12,52
IVG 0,40¢ 0,90b 2,88a 12,89

Médias dentro de cada variavel, seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, ao
nivel de 5% de probabilidade.
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Plantulas vigorosas foram verificadas apenas aos 60 daa em S3o Paulo e Santos, com, em
média, 46% e 67% de plantulas, respectivamente, momento este muito préximo a dispersdo das
sementes. Em Franca, estas foram verificadas ja aos 53 daa e aumentou até os 60 daa, quando atingiu,
em média, somente 41% (figura 10 e tabela 4). Desta forma, apesar de valores consideravelmente altos
de germinagdo que poderiam sugerir a elevada qualidade de um lote, as sementes de C. echinata das
populacdes avaliadas, apresentaram baixa producao de plantulas com alto vigor.

Considerando o Indice de Velocidade de Germinagio (IVG) verificou-se que quando as
sementes adquirem a capacidade germinativa € nos momentos seguintes a esta, a velocidade de
germinagdo ainda ¢ bastante baixa ¢ aumentard somente momentos antes da dispersdo, podendo entdo
ocorrer protrusdo da raiz primaria (figura 10 e tabela 4). Nas populagdes de Franca e de Sao Paulo foi
verificado o mesmo valor maximo de IVG (3,60), enquanto que na de Santos, mesmo produzindo as
sementes mais pesadas e com potenciais germinativos e de producdo de plantulas semelhantes aos das
outras duas populagdes, apresentou IVG inferior (2,88). Desta forma, este indice mostrou-se pouco
eficaz para a identificagdo da qualidade de sementes de C. echinata durante o processo de maturagao
em bosques plantados no Estado de Sao Paulo.

Os resultados obtidos neste estudo para matéria seca, germinagdo e produgdo de plantulas
normais ou vigorosas, sugerem que a maturidade fisioldgica, segundo Pifia Rodrigues & Aguiar (1993)
e Carvalho & Nakagawa (2000), para as sementes de C. echinata nas populagdes aqui avaliadas no
Estado de Sao Paulo, ocorre ao redor dos 60-65 daa, momento proximo, a dispersdo natural das
sementes pelos frutos.

Este curto periodo entre a maturidade fisioldgica e a dispersdo ¢ critico para a obtencdo de
sementes com elevada qualidade fisiologica, afetando diretamente o futuro armazenamento e
germinabilidade, fatores estes importantes para a inclusdo das sementes desta importante espécie, sob

risco de extingdo, em bancos de germoplasma (Barbedo et al. 2002, Rocha 2004). Contudo, a presenca
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de manchas castanhas ou a total pigmentacdo dos frutos por esta cor, bem como o enrijecimento dos
aculeos, ocorre concomitantemente aos 60-65 daa, quando as sementes apresentam teor de dgua ao
redor de 30-40 %. Estas caracteristicas podem, portanto, auxiliar na identificagdo do melhor ponto de

colheita de sementes de pau-brasil nas populagdes avaliadas neste estudo.
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Abstract: Variations in sugars and cyclitols during development and maturation of seeds of
brazilwood (Caesalpinia echinata Lam., Leguminosae). Seeds of Caesalpinia echinata are tolerant
to desiccation, keeping their viability up to 0.08 gH,O gDM™'. When they are stored under laboratory
conditions lose their viability within one month, while under low temperatures the ability to
germination is maintained for two years of storage. Here, we report on the variations of soluble
carbohydrates, cyclitols and cyclitol galactosides in seeds of C. echinata during development and
maturation, aiming at a better understanding of the involvement of these compounds in the maturation
process and seed quality. Individual flowers were tagged in the day of anthesis and pods were
collected directly from the branches from 32 to 59 days after anthesis (DAA). Seeds were also
collected after shedding. The physiological maturity of C. echinata seeds occurred 60-65 DAA,
immediately before shedding, when seeds had 0.43-0.67 gH,O gDW'. Soluble carbohydrates made up
for about 10% of the seed dry mass. Gas chromatography and mass spectrometry allowed the

identification and quantification of 12 soluble carbon compounds in both axis and cotyledons of
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developing C. echinata seeds. These included fructose, glucose, sucrose, raffinose, the cyclitols myo-
inositol, D-chiro-inositol, D-pinitol, and the cyclitol galactosides, galacto-pinitol A, galacto-pinitol B
and ciceritol. Sucrose was present in high proportions in both tissues during seed development. Traces
of raffinose were also detected, mainly in immature seeds. D-chiro-inositol and myo-inositol were
found in low amounts and pinitol transiently increased in both axis and cotyledons. Ciceritol, galacto-
pinitol A and galacto-pinitol B accumulated from 40 DAA to the end of seed maturation, representing
along with sucrose the major carbon reserves of C. echinata seeds. These results allowed to conclude
that variations in soluble carbon reserves of C. echinata seeds were related with the maturation process
and seed quality.

Key words: pernambuco, seed development seed viability, soluble carbohydrates.

Resumo: Variacoées nos acucares e ciclitois durante o desenvolvimento e maturacio de sementes
de pau-brasil (Caesalpinia echinata Lam., Leguminosae). Sementes de Caesalpinia echinata sao
tolerantes a dessecagdo, mantendo sua viabilidade com niveis de 0,08 gH,O gMS™. Quando
armazenadas sob condicdes de laboratério perdem a viabilidade em um més, enquanto sob baixas
temperaturas a capacidade germinativa ¢ mantida por 2 anos. O conteudo e a composi¢ao de agucares
soluveis, ciclitois livres e ciclitdis galactosilados durante o desenvolvimento e a maturacdo destas
sementes foram analisados no presente trabalho com o proposito de compreender o envolvimento
desses compostos na maturacdo e qualidade da semente. Inflorescéncias foram marcadas na antese e
posteriormente coletadas dos 32 aos 59 dias apos antese (DAA) e apds a deiscéncia. A maturidade
fisiologica de sementes de C. echinata ocorreu entre 60-65 DAA, imediatamente antes da dispersao,
quando as sementes apresentavam 0.43-0.67 gH,O gMS™. Carboidratos solaveis totais
corresponderam a cerca de 10% da matéria seca das sementes. Andlises por cromatografia gasosa e
espectroscopia de massas permitiram quantificar 12 compostos presentes nos eixos e cotilédones

durante o desenvolvimento destas sementes. Estes incluem frutose, glicose, sacarose, rafinose, os
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ciclitéis mio-inositol, D-chiro-inositol, D-pinitol e os ciclitdis galactosilados, galacto-pinitol A,
galacto-pinitol B e ciceritol. Sacarose foi detectada em grandes propor¢des durante todo o processo de
desenvolvimento das sementes. Tracos de rafinose foram detectados, principalmente em sementes
imaturas. D-chiro-inositol e mio-inositol foram encontrados em baixas quantidades e pinitol aumentou
de forma continua nos eixos e nos cotilédones. Ciceritol, galacto-pinitol A e galacto-pinitol B foram
acumulados de 40 DAA até o final da fase de maturagdo, representando com a sacarose, as maiores
reservas de carboidratos soltiveis das sementes de C. echinata. Esses resultados permitem concluir que
o acumulo de reservas soluveis de carbono esté relacionado com o grau de maturagdo das sementes de
C. echinata, podendo influenciar na qualidade final dessas sementes.

Palavras-chave: carboidratos soluveis, desenvolvimento de sementes, viabilidade de sementes.
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INTRODUCTION

Caesalpinia echinata Lam. (brazilwood, pernambuco-wood) is a tree species native from the
Brazilian Atlantic coast and occurs mainly in areas of dry seasonal forests (Lira et al., 2003). It is an
endangered species (Ibama, 1992), used as dyestuff in the past and currently it is still utilized for the
manufacturing of high-quality bows of string instruments (Lewis, 2001; Rocha, 2004). Various
proteinase inhibitors, including trypsin, elastase and human plasma kallikrein inhibitors (Oliveira et
al., 2002 ; Cruz-Silva et al., 2004) were isolated from seeds of C. echinata suggesting that these seeds
could also be used to study the role of important enzymes in pathophysiological processes.

Mature seeds of C. echinata contain 30-40% starch and 10-15% of soluble carbohydrates,
predominantly sucrose and trace amounts of raffinose and stachyose (Garcia et al., 2006). These seeds
are tolerant to desiccation, keeping their viability up to 0.08 gH,0.gDW™' after drying at 40-50°C.
However, when these seeds are stored in laboratory environmental conditions (26+4°C) they lose their
viability within one month. When stored under low temperatures (7°C), however, germination is
maintained for 18 months of storage (Barbedo et al., 2002). Changes in soluble sugars during storage
suggested that the loss of germinability of C. echinata seeds could be associated with low levels of
glucose and fructose in relation to sucrose (Garcia et al., 2006).

Among other cell compounds, soluble carbohydrates are involved in desiccation tolerance
during seed development and maturation (Obendorf, 1997; Hoekstra et al., 2001). Accumulation of
sucrose and raffinose family oligosaccharides (RFO) during seed development has been proposed as a
key factor in membrane stabilization (Caffrey et al., 1988) besides other physiological roles
(Horbowicz et al., 1998 and refs. therein). Free cyclitols and galactosyl cyclitols are also accumulated
in some seeds, and they have also been proposed to contribute to the structural stability of organelles,
membranes, enzymes and other macromolecules, and the glassy state (Obendorf, 1997; Peterbauer and

Richter, 2001).
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The potential interactions among cyclitols and RFO during seed maturation and their role in
seed quality and storability have been proposed for a number of legume species (Obendorf, 1997,
Peterbauer and Richter, 2001). However, their precise role during seed development has not been
reported yet. Here we report on the composition of soluble carbohydrates, cyclitols and cyclitol
galactosides in cotyledons and in the embryonic axis of Caesalpinia echinata seeds during
development and maturation, aiming at a better understanding of their role in the quality of seeds of

this species and its conservation.
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MATERIAL AND METHODS

Plant material
The collects were carried out during 2001 in a homogeneous plantation (ca. 250 trees) located at the
Biological Reserve and Experimental Station in Moji-Guagu (22°15-16"' S and 47°8-12' W), state of
Sao Paulo, Brazil. During the flowering period (August/September), individual flowers were tagged on
the day of their anthesis (9 to 14 Sep). At the main phases of seed development (Borges et al., 2005),
the pods were collected directly from the branches at 32, 40, 48, 52 and 59 days after anthesis (DAA)
just before shedding (60-65 DAA). Seeds were also collected directly from the ground, not exceeding
24 hours after shedding, and these were named recently-dispersed seeds (RDS).
Analysis of seed quality

The water content (%, on a fresh mass basis) and dry mass (mg seed”) for each stage of
development was determined by weight loss after drying for 24 h at 103 £ 3°C (Ista, 1985) using four
replicates from 3 to 10 seeds each. The results were expressed as gH,O.g dry mass™” (g.g”).
Germination (protrusion of the primary root until in the least 5 mm) tests were carried out at 25+1 °C
under continuous light, in germination boxes (11x11x3.5 cm) on two thick germination paper saturated
with distilled water using four replicates of 16 seeds. Germination was evaluated every two days from
the sowing day and after 20 days the number of seedlings with both normal roots and shoots was
registered.
Extraction and analysis of soluble carbohydrates and cyclitols

From five to eight embryos of seeds harvested at 32, 40, 48, 52 and 59 DAA were separated
into axis and cotyledons and analyzed for soluble carbohydrates and cyclitols. Immediately after
excision both tissues were boiled in 80% ethanol (v/v), homogenized with a mortar and pestle, and

heated at 80 °C for 10 min. After centrifugation for 5 min at 1000 g, the residue was re-extracted twice

with 80% ethanol for 5 min at 80 °C and one time with water for 5 min at 60 °C. The ethanolic and
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aqueous extracts were pooled, evaporated to dryness and stored above P,Os. Gas chromatography and
mass spectrometry (GC/MS) of soluble carbohydrates and cyclitols was performed for axis and
cotyledons after derivatization with trimethylsilyl trifluoro acetamide as previously described (Richter
et al., 1990), excepting 32 DAA.

Neutral soluble carbohydrates were additionally analyzed by high performance anion exchange
chromatography coupled with pulsed amperometric detection (HPAEC/PAD) after deionization
through a column consisting of equal amounts of Dowex—1 (CI" form) and Dowex—S0W (H' form).
The HPAEC/PAD system (Dionex DX-300) used consisted of a 4 x 250 mm CarboPac PA-1 column,
with linear gradient of 25 mol.m™ to 500 mol.m™ sodium acetate in 150 mol.m™ sodium hydroxide at a
flow rate of 1 cm’.min” as established by Garcia et al. (2006). Sugars were identified by co-
chromatography with authentic standards purchased from Sigma/Aldrich Co. (USA).

Overall carbohydrates in the extracts were estimated colorimetrically by the phenol-sulfuric
method (Dubois et al., 1956) using glucose as standard and were expressed as mg per g of fresh mass
(mg.g”' FM).

Statistical analysis

The factorial analysis was done in an entirely randomized design, with three replications, by F
test and Tukey’s test (P < 0.05) to determine the interaction and significant differences of age and
tissue origin (axes and cotyledons) to sugars and cyclitols after gas chromatography and mass

spectrometry (GC/MS) analysis.
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The patterns of development and maturation in field conditions of Caesalpinia echinata seeds
were described recently (Borges et al., 2005). Figure 1 indicates that maximum seed fresh and dry
masses were reached nearly 59 DAA, the water content remaining practically constant during the early
growth phase (till 40 DAA) and then declining slowly during the desiccation phase. Germinability of
these seeds began at 40 DAA, reaching a maximum at 52 DAA, remaining high from this phase on.
However, normal seedling development was observed only at 59 DAA (Figure 1), next to seed
shedding (Borges et al., 2005). This indicates that the last desiccation phase (from 48 DAA till 59
DAA) is crucial to improve seed vigor.

During seed development and maturation the total content of soluble carbohydrates was higher
in the cotyledons than in the axis, excepting at 48 DAA, when the amount of sugars increased
significantly in the embryonic axis (Figure 2). This could be related to variations in the axis dry matter
(data not shown). Maximal germination capacity was observed from this growth phase on, indicating
the beginning of the embryo maturation.

HPAEC/PAD analysis showed that sucrose, glucose and fructose were the major neutral
soluble carbohydrates present in both axis and cotyledons of C. echinata seeds (Figure 3). Raffinose
was detected mainly in the axis at the beginning of seed growth (32 DAA). During seed development,
the proportion of sucrose remained unchanged in the axis, while glucose and fructose, and raffinose
decreased substantially from 40 DAA to 59 DAA. Hence, the proportion of sucrose in the axis was
higher than that of monosaccharides during the maturation phase of C. echinata seeds (Figure 3).
Similar variations were observed in the cotyledons, except at the beginning of seed growth (32 DAA
till 40 DAA), when the proportions of glucose and fructose were higher than that of sucrose. A sharp
decrease in monosaccharides was observed from 48 DAA on. HPAEC/PAD also showed the presence
of myo-inositol (identified by co-chromatography with authentic standard) and other non-identified

compounds in both axis and cotyledons of C. echinata seeds in all developmental phases (Figure 3).
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Figure 1. Physiological data of C. echinata seeds during development and maturation from 32 to 59
days after anthesis (DAA). Water content (m, gH,0.gDM™), germination (A, %), normal seedlings (¢,

%), fresh (0) and dry (O0) masses (mg.seed ™).
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Figure 2. Soluble carbohydrates (mg.g FM™) in the embryonic axis (o) and cotyledons (m) of
Caesalpinia echinata seeds during development and maturation from 32 to 59 days after anthesis

(DAA). Bars indicate the standard error.
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Figure 3. HPAEC/PAD profile of neutral soluble carbohydrates from axes (left) and cotyledons (right)

of seeds of Caesalpinia echinata during development and maturation from 32 to 59 days after anthesis

(DAA). C - cyclitols; G - glucose; F - fructose; S - sucrose; R - raffinose. Samples contained 260 pg

and 800 pg total sugar/mL to embryonic axis and cotyledons, respectively.
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Gas chromatography and mass spectrometry (GC/MS) allowed to identify and quantify 12

soluble carbon compounds in both axis and cotyledons of developing C. echinata seeds. These
included fructose, glucose, sucrose, raffinose, the free cyclitols myo-inositol, D-pinitol, D-chiro-
inositol, and the galactosyl cyclitols ciceritol, galacto-pinitol A and galacto-pinitol B (Tables 1-3).
Confirming HPAEC/PAD, the GC/MS analysis in general showed that fructose and glucose
were present in low amounts mainly in immature seeds both in axes and cotyledons (Table 1). In the
axes fructose increased until 52 DAA and decreased from this age on, while glucose remained
unchanged. In the cotyledons, the amount of both sugars decreased from 40 to 48 DAA. Sucrose was
presented in high amounts in both tissues during seed development. Traces of raffinose were also

detected without significant changes during the analysed period (Table 1).

D-chiro-Inositol and myo-inositol were found in lower amounts than pinitol (Table 2). This free
cyclitol was present in higher concentrations, mainly embryonic axes, increasing consistently until 52
DAA (Table 2), when the germination reached 100% (Figure 1).

Galactosyl cyclitols were present in large amounts in maturing C. echinata seeds and
accumulated consistently from 40 DAA to the end of seed maturation, both in axis and cotyledons,
mainly galacto-pinitol A, B and ciceritol (Table 3). These compounds represented along with sucrose
the major carbon reserves of C. echinata seeds, mainly after shedding. The accumulation of these
galactosyl cyclitols, mainly ciceritol was accompanied by a decline of pinitol after 52 DAA (Tables 2

and 3).
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Table 1. Soluble carbohydrates (mg.gFM™) in axes and cotyledons of C. echinata during different

developmental phases (days after anthesis — DAA) and in recently-dispersed seeds (RDS). Values with

the same letter, small for columns and capital for lines, did not differ by Tukey’s Test (P < 0.05).

Plant material 20 a3 5 59 RDS Means
Fructose
Axis 1.70bC 5.56aAB 7.69aA 3.00aBC 2.81aC 4.15
Cotyledons 5.64aA 1.87bB 3.91bAB 1.69aB 2.96aB 3.21
Means 3.67 3.72 5.80 2.34 2.88
Glucose
Axis 0.11bA 0.04aA 0.04aA 0.04aA 0.07aA 0.06
Cotyledons 2.79aA 0.03aB 0.03aB 0.03aB 0.02aB 0.58
Means 1.45 0.04 0.03 0.03 0.04
Sucrose
Axis 5.59 20.67 20.07 10.69 24.43 16.29a
Cotyledons 21.90 21.65 20.10 18.15 25.73 21.50a
Means 13.74A 21.16A 20.08A 14.42A 25.08A
Raffinose
Axis 0.13 0.26 0.27 0.19 0.37 0.24a
Cotyledons 0.12 0.19 0.19 0.18 0.30 0.20a
Means 0.13A 0.22A 0.23A 0.18A 0.33A
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Table 2. Free-cyclitols (mg.gFM"') in axes and cotyledons of C. echinata during different
developmental phases (days after anthesis — DAA) and in recently-dispersed seeds (RDS). Values with

the same letter, small for columns and capital for lines, did not differ by Tukey’s Test (P < 0.05).

. DAA
Plant material 20 a3 5 59 RDS Means
Pinitol

Axis 1.08 3.66 7.49 2.01 3.24 3.49a
Cotyledons 1.05 1.50 3.19 1.38 1.63 1.75b

Means 1.06B 2.58AB 5.34A 1.70B 2.43AB

D-chiro-Inositol
Axis 0.21 0.48 0.45 0.24 0.18 0.31a
Cotyledons 0.13 0.26 0.17 0.12 0.13 0.16b
Means 0.17AB 0.37A 0.31AB 0.13AB 0.16B
myo-/nositol

Axis 0.20 0.51 0.41 0.20 0.15 0.29a
Cotyledons 0.48 0.32 0.22 0.12 0.08 0.24a

Means 0.34A 0.41A 0.31A 0.16A 0.12A
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Table 3. Galactosil-cyclitols (mg.gFM™") in axes and cotyledons of C. echinata during different
developmental phases (days after anthesis — DAA) and in recently-dispersed seeds (RDS). Values with

the same letter, small for columns and capital for lines, did not differ by Tukey’s Test (P < 0.05).

. DAA
Plant material 20 a3 5 59 RDS Means
Galacto-pinitol A
Axis 0.06 3.71 12.13 14.77 14.21 8.98a
Cotyledons 0.83 3.24 5.50 10.02 5.70 5.06a
Means 0.44A 3.48A 8.82A 12.40A 9.96A
Galacto-pinitol B
Axis 0.04 0.94 2.95 6.13 11.29 4.27a
Cotyledons 0.03 0.60 1.29 4.26 6.09 2.45a
Means 0.04B 0.77B 2.12AB 5.20AB 8.69A
Ciceritol
Axis 0.04 5.41 21.74 53.57 45.59 25.27a
Cotyledons 0.22 5.38 13.13 33.76 29.66 16.43a

Means 0.13B 5.40AB 17.43AB 43.67A 37.63AB
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DISCUSSION

Maturation proteins, sucrose and the raffinose series oligosaccharides (RFO) have been
proposed to be the most important factors in the acquisition of desiccation tolerance (Blackmann et al.,
1992). According to Han et al. (1997) desiccation tolerance is acquired during development of
orthodox seeds when not only sugars are accumulated but also dehydrin-related polypeptides. RFO are
present in legume seeds in relatively large quantities (Horbowicz and Obendorf, 1994). However,
these sugars were practically absent in mature whole seeds of C. echinata, accumulating 10-15% of
their dry mass as soluble carbohydrates. Analysis of sugars during storage under different temperature
conditions showed low levels of glucose and fructose in relation to sucrose in seeds of C. echinata that
have lost germinability (Garcia et al., 2006). The decline in the vigor of Zea mays embryo was
associated with a marked decline in monosaccharides and in raffinose. In these seeds sucrose content
remained relatively stable (Bernal-Lugo and Leopold, 1992), similarly to what was found in C.
echinata seeds. However, the decline in monosacharides found during seed maturation of C. echinata
seeds apparently was not associated with the germination capacity.

In Fagopyrum esculentum (buckwheat), instead of RFO, the seeds accumulate a-galactosyl D-
chiro-inositols which may play a role in storability (Horbowicz et al., 1998; Steadman et al., 2000).
Analysis of maturing seeds of C. echinata by CG/MS revealed the presence of substantial amounts of
various cyclitols as pinitol, ciceritol, and galacto-pinitol A and B, which could have similar functions
of the RFO. Galactosyl cyclitols are frequently found in similar or even higher amounts than RFO in
seeds of many important grain legumes, such as lentil, chickpea and soybean (Peterbauer and Richter,
1998) and share some common functions, including participation in the acquisition of desiccation
tolerance (Peterbauer and Richter, 2001 and ref. therein).

RFO and galactosyl cyclitols accumulated during seed drying and maturation may play a key
protective role, replacing water and thus stabilizing membranes and other sensitive systems in the cell

(Peterbauer and Richter, 2001). In the present study, pinitol and galactosyl cyclitols, in addition to
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sucrose were identified in seeds of C. echinata (which are not sensitive to desiccation) being
accumulated mainly during the maturation phase.

A question that arises is whether these soluble carbon compounds are involved in the embryo
viability and seed vigor after shedding. In some seeds that have very low levels of RFO, as exampled
by C. echinata, galactosyl cyclitols may replace the role of those sugars. Loss of RFO and cyclitols in
the axes of several leguminous seeds precede germination (Gorécki et al., 1997). The significant
increase of galactosil cyclitols at the end of the maturation phase of C. echinata seeds could be
associated with the germination capacity and vigor of seeds (Table 3 and Figure 1), indicating a
nutritive role for these compounds to seedling growth.

As recently reported (Hellmann et al., 2006), seeds of brazilwood are also freezing tolerant
depending on their water content. In seeds of Erythrina caffra the high contents of inositols and
monosaccharides were associated to the protection of plasma membranes from the effects of low
temperatures (Nkang, 2002). Interesting variations in buckwheat embryos of seeds grown in cooler
temperatures were reported by Horbowicz et al. (1998), sucrose being decreased and stachyose and the
galactosyl cyclitol fagopyritol Bl increased. The effect of low temperatures in the content and
composition of soluble carbohydrates and cyclitols in cotyledons and axes of C. echinata seeds could
be important to an understanding of the involvement of these compounds with their behavior during
storage under different temperatures. The effect of low temperatures on individual polypeptides and
lipids should not be unconsidered. Additionally, as emphasized by Borges et al. (2005), the role of the
environment during development and maturation of seeds of C. echinata needs further investigation.
However, results from the present study allow to conclude that the variation in soluble carbon reserves
of C. echinata seeds are related with the maturation process and seed quality and might contribute to

an understanding of the involvement of these compounds in the conservation of the seeds.
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DISCUSSAO GERAL

Neste trabalho, a maturacdo de sementes de Caesalpinia echinata foi avaliada em quatro
populagdes, localizadas em diferentes regides do Estado de Sao Paulo, com expressivas variagdes de
latitude (20°S a 24°S) e de altitude (0 a 900 metros). Estas variagdes poderiam refletir diferengas na
evolucdo das caracteristicas avaliadas no presente estudo, que sdo as principais indicadoras do grau de
maturacdo das sementes. De fato, o inicio do florescimento foi uma caracteristica que variou entre as
populacdes estudadas, ocorrendo dentro de um intervalo de aproximadamente 60 dias, entre a segunda
quinzena de agosto e primeira quinzena de outubro. No entanto, foi constatada que a maturacdo de
frutos e sementes de C. echinata apresentou, de forma geral, comportamento padrdo, mesmo em
condi¢des ambientais diferentes, inclusive com a dispersdo ocorrendo entre 65-70 dias apds a antese
das flores em todas as regides estudadas (capitulos 1 e 2).

Desta forma, considerando inicialmente, as caracteristicas externas de frutos, ha o
aparecimento de coloragdo caracteristica (castanha) momentos antes da dispersdo, quando as sementes
adquirem coloragdo parda ou castanha. O tamanho final dos frutos também apresentou uniformidade
entre as populagdes, variando de 6,0 a 7,5 cm de comprimento, 2,0 a 2,5 cm de largura e com
aproximadamente 0,5 cm de espessura. Por sua vez, as sementes também apresentaram uniformidade,
com valores proximos a 15 mm de comprimento, 13 mm de largura e 3 mm de espessura, quando
maduras (capitulos 1 e 2).

Considerando que os principais indicadores do grau de maturagao fisiologica das sementes sao
o seu teor de 4gua, o seu contetido de matéria seca e a sua capacidade germinativa, quer pela simples
protrusdo da raiz primdaria ou pela capacidade de produzir plantulas normais, na figura a seguir

procurou-se agrupar as variagdes destas caracteristicas de todas as populagdes em um mesmo grafico.
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Redugdo lenta do teor de agua das sementes foi observada, do inicio da maturacdo até
aproximadamente 40-50 daa, seguida de queda rapida até o final do processo de maturacao, indicativo
de comportamento ortodoxo de sementes de pau-brasil (Kermode 1990), conforme ja sugerido
anteriormente (Barbedo ef al. 2002, Hellmann et al. 2006) e que, proximo a sua dispersdo, estas
sementes tém 30-40% de agua.

Segundo Hellmann (2006) sementes de C. echinata com alto teor de agua, tém maiores
concentragdes de sacarose, glicose, frutose e polidis em relagdo as submetidas a secagem em estufa.
Contudo, reducdes nos teores de agua das sementes durante a maturaciao, nao foram acompanhadas,
concomitantemente, por reducdes nos niveis destes mesmos agliicares nos eixos embriondrios e
cotilédones das sementes (capitulo 3).

Essas reducdes nos teores de agua foram acompanhadas por acréscimos nos conteudos de
matéria seca que nao atingiram, de forma geral, valores maximos até o final do processo.

Dois aspectos interessantes puderam ser observados em todas as populagdes, durante a
maturacdo das sementes: o primeiro, a precocidade na aquisicao da capacidade germinativa, aos 30-40
daa, ou seja, proximo a metade do ciclo total; a segunda, a tardia aquisi¢do da capacidade de produgao
de plantulas normais, ou seja, no final do processo de maturagdo, ao redor dos 60-65 daa. Assim,
apesar da semente germinar muito cedo, esta caracteristica ¢ ineficaz na identificacdo de sementes
maduras pois, possivelmente, as reservas acumuladas ainda sdo insuficientes ou ndo ocorreram todas
as reagdes metabolicas necessarias para a completa maturacdo da semente, impedindo assim, o
desenvolvimento de plantulas.

Um terceiro aspecto interessante diz respeito as analises bioquimicas, pois 0s compostos
galacto-pinitol A e B, assim como ciceritol, tiveram comportamento de elevagdo dos valores
semelhante ao observado para matéria seca e germinacdo (capitulo 3). Apesar da auséncia de

informagdes conclusivas na literatura sobre o real papel destes compostos na maturagdo de sementes,
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os mesmos também poderiam ser utilizados como indicativos do grau de maturagdo, embora os
resultados aqui apresentados sejam referentes a uma unica regiao, sendo necessarios maiores estudos.
Finalizando, ficou evidente a necessidade do desenvolvimento de tecnologia que facilite a
colheita de sementes de pau-brasil e permita a obtengdo de lotes de elevada qualidade que, com o
presente estudo, tem elucidado importantes aspectos quanto a fisiologia do desenvolvimento de

sementes de pau-brasil.
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CONCLUSOES GERAIS

A maturidade fisiologica de sementes de Caesalpinia echinata em arvores plantadas no Estado
de Sao Paulo ocorre aos 60-65 dias ap0s a antese;

Frutos com coloracdo externa castanha e sementes com 30-40% de teor de &4gua, sdo
indicativos da maturidade fisiologica de sementes de C. echinata.

Os carboidratos soluveis, ciclitdis e ciclitdis galactosilados variam quantitativamente e
qualitativamente durante o processo de matura¢do de sementes de C. echinata, com a sacarose

e o ciceritol como os compostos de reserva em maior quantidade nestas sementes.
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RESUMO GERAL

Caesalpinia echinata Lam. (pau-brasil) é uma das espécies mais importantes do Brasil.
Entretanto, foi incluida na lista de espécies da flora brasileira em risco de extingdo. Com valor
econdmico devido a utilizagdo de sua madeira para a construgdo de arcos de violino, a espécie também
¢ ornamental, sendo cultivada em parques e ruas.

Suas sementes ja foram consideradas de baixa longevidade em armazenamento, entretanto, &
possivel se obter até 80% de germinagdo apds 18 meses de armazenamento em temperaturas baixas,
desde que as sementes sejam previamente selecionadas e secas em condi¢des controladas.

Diversos fatores podem interferir na manutengdo da viabilidade e conservacdo da semente,
principalmente a qualidade fisioldgica inicial. Esta qualidade depende, entre outros fatores, do estagio
de maturacdo das sementes, sendo importante a identificagdo da maturidade fisiologica que determina
o melhor momento de colheita.

Considerando as variagdes observadas no comportamento destas sementes armazenadas e a
auséncia de informagdes conclusivas sobre o melhor momento de sua colheita, o presente trabalho
descreve modificacdes morfoldgicas e fisiologicas de sementes de C. echinata durante o processo de
maturagdo em quatro diferentes regides do estado de Sdo Paulo (latitude variando de 20° S a 24° S,
altitude de Om a 900m), com o objetivo de identificar a maturidade fisiologica.

Durante o periodo de maximo florescimento, flores foram marcadas no dia de sua antese e
posteriormente foram coletados frutos diretamente das 4arvores com diferentes dias apds o
florescimento (DAF) e também sementes provenientes de dispersdo natural.

Frutos e sementes foram analisados quanto as suas caracteristicas externas e dimensdes
(comprimento, largura e espessura). Das sementes também foram analisados o teor de dgua, matéria
seca, germinacao, vigor e variagcdes nos carboidratos soluveis, ciclitdis e galactosil ciclitdis.

Resultados mostram que a coloragdo dos frutos, as dimensdes e o teor de dgua de sementes
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podem ser utilizados para indicar o inicio da fase de deiscéncia. Sementes adquirem a capacidade
germinativa aproximadamente aos 30-40 DAF e plantulas normais atingem méaximos valores somente
ao final do processo de maturagdo, que foi aos 65 DAF. Variagdes nos carboidratos soluveis, ciclitois e
galactosil ciclitéis foram relacionados com o processo de maturagao e a qualidade das sementes.

Foi possivel concluir que a maturidade fisiologica das sementes de Caesalpinia echinata ocorre
ao redor de 60-65 DAF no estado de Sao Paulo, imediatamente antes da dispersdo. O periodo entre a
maturacdo e a dispersdo ¢ critico para a obtengdo de sementes de elevada qualidade, afetando a sua
germinagdo ¢ o armazenamento. Contudo, a coleta prematura das sementes leva a obtencdo de
sementes de baixa qualidade e vigor. A caracterizagdo precisa do estadgio de maturagdo ¢ crucial para
definir o melhor momento de colheita de sementes de C. echinata.

Os resultados apresentados neste trabalho acrescentam informagdes sobre uma espécie da Mata

Atlantica em risco de extingdo e contribuem para a prote¢do desse ambiente, em especial a flora de

Leguminosae, uma das mais ricas e importantes familias dos tropicos.
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ABSTRACT OF DISSERTATION

Maturation of Seeds of Caesalpinia echinata Lam. (Brazilwood)

in plantations located in State of Sdo Paulo

Caesalpinia echinata Lam. (brazilwood) is one of the most important plant species in Brazil
and has been included in the list of the Brazilian flora species at risk of extinction. Besides its current
economical value for the violin bow manufacturing, this species is also an ornamental tree, commonly
cultivated in streets or parks.

The seeds of C. echinata was considered of short life span in the past. However, it is possible
to obtain up to 80% of germination after 18 months of storage under low temperatures, if the seeds
were properly selected before storage and dried under controlled conditions.

Several factors may interfere in the maintenance of both seed viability and conservation,
mainly its initial physiological quality. Among other factors, this quality depends on the maturation
stage, being important to identify the physiological maturity to determine the best time for harvesting.
Considering the variations observed in the behaviour of seeds under storage and the little conclusive
information about the best time for harvesting the seeds of C. echinata, the present work describes
morphological and physiological changes during the maturation process of these seeds, in four
different regions of the state of Sdo Paulo (latitudes varying from 20° S to 24° S, altitude from Om to
900m), in order to characterize their physiological maturity.

During the flowering period individual flowers were tagged on the day of their anthesis and the
pods were collected directly from the branches at different days after flowering (DAF) until natural
dispersion.

Fruits and seeds were analysed for external characteristics that included size (length, width and

thickness). The seeds were also analysed for water content, dry matter, germination, vigour and
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variations of soluble carbohydrates, cyclitols and cyclitol galactosides.

Results showed that the colour of the fruits and both dimensions and water content of the seeds
could be used to indicate the beginning of the dehiscence phase. Seeds began to be able to germinate
around 30-40 DAF and normal seedlings reached maximum values at the end of the maturation period,
that was 65 DAF. Variations in soluble carbohyfrates, cyclitos and cyclitol galactosides of C. echinata
seeds were related with the maturation process and seed quality.

It was possible to conclude that physiological maturity of Caesalpinia echinata seeds occurred
ca. 60-65 DAF in all regions of the State of Sdo Paulo, immediately before shedding. This short period
between maturity and shedding is critical for obtaining lots of seeds with high physiological quality,
affecting further the germinability and storability of the seeds. Conversely, harvesting premature seeds
led to lower seed quality although they germinated. Therefore, the precise characterization of the
physiological maturity stage is crucial to define the best time for harvesting C. echinata seeds.

Data reported in this article increase the information about an endangered species of the
Atlantic Forest and contribute to the protection of this environment, particularly concerning the

Leguminosae flora, that is one of the richest and most important families of the tropics.



