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Introducio Geral

Areas com grande diversidade bioldgica e alto indice de devastagdo, conhecidas mundialmente
como hotspots, devem ter prioridade de conservagdo. A classificacdo dessas areas ¢ feita
principalmente com base nas plantas vasculares, pois representam a grande maioria das espécies
vegetais e sdo essenciais para as demais formas de vida, além de serem mais conhecidas
cientificamente. Para ser classificada como hotspot uma area deve conter pelo menos 0,5% das
300.000 espécies endémicas de plantas do mundo e ja ter sido intensamente devastada, com
descaracterizacdo de pelo menos 70% da vegetacdo nativa (Myers et al. 2000).

No Brasil, dois biomas sdo considerados como hotspots: a Floresta Atlantica, da qual restam
apenas 7,5% de sua area original e o Cerrado, com cerca de 20% do total original, ambos com alta
porcentagem de espécies endémicas (Myers et al. 2000).

A Mata Atlantica ¢ um dos biomas tropicais com maior diversidade bioldgica, ndo possui
fisionomia uniforme e apresenta muitas espécies vegetais consideradas endémicas (Peixoto 1991,
1992). Dentre estas, destaca-se o pau-brasil, Caesalpinia echinata Lam. (Leguminosae-
Caesalpinoideac), ou ibirapitanga dos indigenas brasileiros, considerada uma das arvores mais raras
nesse bioma devido a exploracdo excessiva e ao desmatamento em grande escala ocorrido nos
ultimos 500 anos. Esta arvore foi muito valorizada como madeira de tintura e, de 1501 até cerca de
1850, enormes quantidades foram extraidas da costa oriental brasileira. Em fungdo dessa ampla
exploracdo, sua distribuicdo original resume-se, atualmente, a pequenos remanescentes (Cunha &
Lima 1992, Mello-Filho 1991, 1992, Cardoso et al. 1998, Lima 2003).

A extracdo, o comércio ¢ o trafico dessa madeira iniciaram-se no século XVI com os
europeus, principalmente portugueses, logo no inicio da colonizagdo do Brasil, constituindo-se o
primeiro ciclo econdmico da colonia recém formada. O principal interesse na época pelo pau-brasil
era para extracdo do corante encontrado em seu cerne, a brasilina, incolor naturalmente, mas

quando em contato com solugdes alcalinas e em reagdo com o oxigénio do ar se torna vermelha e
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transforma-se em outro composto denominado brasileina, utilizado para tingir penas e algodao
(Vianna 1944 apud Rocha 2004).

Inicialmente o pau-brasil era encontrado naturalmente na por¢do de Mata Atlantica dos Estados
do Rio de Janeiro, Espirito Santo, Bahia, Alagoas, Pernambuco, Paraiba e Rio Grande do Norte
(Rocha, 2004). Atualmente ainda ha suspeita de corte ilegal de pau-brasil para a confec¢do de arcos
de instrumentos musicais, devido & qualidade de sua madeira para este fim (Rocha 2004, Longui
2005).

O pau-brasil pode ser considerado uma planta heliofila e resistente ao sol (Baroni 2005).
Informacdes obtidas em arboreto experimental plenamente estabelecido desde sua implantagdo, ha
cerca de 25 anos na Reserva Bioldgica e Estacdo Experimental de Moji-Guagu, em 4rea de cerrado,
na cidade de Mogi-Guacu (SP), comprovam a perfeita adaptagdo da espécie ao cultivo em areas
abertas e de clima seco (Rocha 2004).

O avanco das agdes antropicas sobre areas naturais vem ocasionando o desaparecimento de
muitas espécies e levando outras a ocuparem pequenos remanescentes, reduzindo a variabilidade
genética, tal como ocorre com o pau-brasil.

Uma alternativa para a manutengdo da variabilidade genética de plantas ¢ o cultivo de mudas
em viveiros ou implantacdo de bosques, métodos que apresentam varias dificuldades, tais como
material, custo financeiro e mao-de-obra qualificada. Também sdo necessarios cuidados periodicos,
como irrigacdo, adubacdo, controle de pragas e doencas, pois estdo susceptiveis a riscos bidticos e
abioticos e, ainda, deve-se dispor de amplo espago fisico para o cultivo e manutengdo dos
exemplares.

Outra alternativa ¢ a utilizagdo das espécies no espago urbano. A arvore de pau-brasil, por
exemplo, € indicada para arborizagcdo urbana devido ao seu porte elegante, entre outros atributos
favoraveis (Barbedo et al. 2005), apesar de ser sensivel, enquanto jovem, aos poluentes aéreos de

grandes cidades (Bulbovas 2005).



3

Iniciativas publicas e privadas para a conservagdo do pau-brasil foram feitas através de
implantacdo de bosques homogéneos, algumas vezes em areas de ocorréncia ndo natural da espécie
(Rocha 2004), como os mantidos pelo Instituto de Botanica, no Estado de Sdo Paulo, no Parque
Estadual Fontes do Ipiranga, Sdo Paulo e na Reserva Biologica e Estacdo Experimental de Moji-
Guagu.

Uma outra forma para a preservagdo de plantas ¢ a criopreservagdo, que consiste na conservagao
de materiais bioldgicos a -196 °C, empregando-se nitrogénio liquido, buscando-se a paralisacdo dos
processos metabolicos. Essa técnica foi eficiente, por exemplo, para a conservacdo das sementes
ortodoxas de Astronium urundeuva (Fr. All.) Engl. (Medeiros & Cavallari 1992) e para embrides de
Araucaria hunsteinii K. Schum (Pritchard & Prendergast 1986). No entanto, tal técnica ¢ muitas
vezes inviavel devido ao alto custo do material utilizado.

Contudo, a maneira mais comum, simples, viavel e econémica de conservar e preservar os
gendtipos de plantas ex situ ¢ através do armazenamento de sementes. Porém, algumas espécies nao
apresentam condi¢des para armazenamento por periodos prolongados em condi¢des de ambiente
natural e outras necessitam serem conservadas em bancos de germoplasma a -20 °C (Salomao
2002).

A perda de valiosos germoplasmas de plantas torna importante a preservacdo de sementes em
bancos de germoplasma. Embora Caesalpinia echinata apresente grande importancia historica e
econdmica e figure entre as espécies ameacadas de extingdo ou, a0 menos, entre as que sofreram
grande erosdo genética - o que deveria despertar preocupagdo com a manutencao de bancos de
germoplasma - ainda h4 necessidade de conhecer diversos aspectos relacionados a obtengdo e
manuten¢do de suas sementes.

A casca das sementes, em geral, oferece protegdo ao embrido contra a perda de agua e ataques
de patogenos e herbivoros. Além disso, as sementes sdo individuos independentes da planta mae,
podendo se desenvolver em outro local com suas proprias reservas nutritivas, armazenadas

principalmente na forma de carboidratos, lipideos e proteinas. Tais reservas sdo consumidas durante
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a manutencdo e o desenvolvimento do embrido até a formagdo de uma plantula capacitada a se
manter de forma autotrofica, ou seja, capaz de retirar do ambiente os nutrientes necessarios para seu
estabelecimento e desenvolvimento (Buckeridge et al. 2004a).

Os carboidratos estdo entre os principais compostos de reserva das sementes, incluindo a
sacarose, os oligossacarideos da série da rafinose, o amido e alguns polissacarideos da parede
celular. A sacarose ¢ encontrada em praticamente todas as sementes e os oligossacarideos da série
da rafinose também sdo encontrados entre os carboidratos soluveis de sementes de varias espécies
de dicotiledoneas. O amido ¢ um dos compostos de reserva de maior ocorréncia nos vegetais
superiores, ja os polissacarideos de parede celular podem atuar como reserva, mas preservam
funcdes estruturais importantes no controle de absor¢do e de distribuicdo da agua nos diferentes
tecidos das sementes (Takaki & Dietrich 1980, Buckeridge ef al. 2004b).

De acordo com Roberts (1973), as sementes podem apresentar dois comportamentos distintos
em relacdo a adgua ao final da maturagdo: as ortodoxas reduzem o seu teor de agua até valores
proximos a 10% impedindo, com isso, sua imediata germinagdo; as recalcitrantes, além de
manterem elevado teor de agua, facilitando o processo germinativo que muitas vezes ocorre na
planta-mae (viviparidade), ndo suportam secagem.

Sementes ortodoxas toleram dessecagdo ao final da maturagdo, o que lhes confere maior
longevidade, permitindo armazenamento por periodos prolongados (Barbedo & Marcos Filho
1998). Contudo, ha necessidade de controle da reducdo do teor de agua das sementes, pois para
cada espécie ha um valor especifico ideal.

Quando se trata de armazenamento de sementes, elevados teores de agua podem reduzir a
longevidade das mesmas, alterando o metabolismo e favorecendo o crescimento de patogenos
prejudiciais a manutencdo de sua capacidade germinativa. Por outro lado, a viabilidade do material
bioldgico ¢ aumentada quando armazenado apds secagem e em ambiente frio (Vertucci & Roos

1990).
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Sementes com alto teor de 4gua também nio podem ser armazenadas em temperaturas abaixo de
zero, porque o rapido declinio da temperatura pode conduzir ao super-resfriamento das solucdes
aquosas celulares, acarretando a formacdo de gelo intracelular, com varias conseqiiéncias como a
formagdo de cristais de gelo e seus disturbios na integridade do protoplasma, que sdo
instantaneamente letais (Burke et al. 1976).

O gelo ocupa maior volume que a agua liquida, mas nas plantas forma-se principalmente em
espacos vazios. Se o teor de dgua dos tecidos vegetais for elevado, o excesso de 4gua levara ao
congelamento extracelular e intracelular, podendo ocasionar varios distirbios nas células, tecidos e
nas plantas como um todo (Guy 2003).

A sobrevivéncia das células apos o congelamento-descongelamento ¢ acentuadamente maior se
o resfriamento for lento. Isto ¢ atribuido ao efeito de formacao de gelo intracelular. O congelamento
intracelular deve ser evitado por meio do controle da perda da agua intracelular. Entdo o
congelamento extracelular deve ocorrer antes, para permitir a sobrevivéncia celular e da planta
quando submetida a exposi¢do em temperaturas negativas. Isto significa que ali deve haver uma
barreira entre o interior da célula e o gelo extracelular, funcdo talvez exercida pela membrana
plasmatica (Guy 2003).

Yamada et al. (2002) sugerem que as respostas ao congelamento das células de plantas
resistentes ao resfriamento nao sdo devidas apenas as propriedades da membrana plasmatica, mas
também as propriedades da parede celular, servindo como barreiras contra a propagacdo de gelo
extracelular. Portanto, o teor de 4gua das sementes exerce funcdo essencial na sua sobrevivéncia
quando sao submetidas ao congelamento.

Sementes de Coffea arabica L. apresentaram respostas positivas ao armazenamento a -20 °C,
apenas quando o seu teor de agua era de 0,12 g H,O g massa seca. Acima desse valor houve menor

porcentagem de germinagdo em sementes expostas as mesmas condigdes térmicas (Eira ef al. 1999).
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Além do controle do teor de agua, ¢ necessario também o conhecimento de alteragdes
bioquimicas ocorridas nas sementes durante o armazenamento (Kermode 1990, Carvalho &
Nakagawa 2000).

Em sementes ortodoxas, a resisténcia a dessecacdo ¢ desenvolvida durante a fase de acimulo de
reservas (Kermode 1995, Pammenter & Berjak 1999). Aparentemente os carboidratos soluveis € os
ciclitois estdo diretamente relacionados com esse processo, principalmente durante a maturagdo e o
armazenamento das sementes (Obendorf 1997). Ha suspeitas de que os mesmos carboidratos
relacionados com a tolerancia a dessecacdo das sementes estejam também envolvidos na tolerancia
ao congelamento.

Nas sementes, assumem importante papel a rafinose e a estaquiose, mas o principal agucar
soltvel encontrado ¢ a sacarose (Castilho et al. 1990), como ja mencionado. Recentemente foi
demonstrado que a sacarose exogena, quando em baixas concentragdes, atua como substrato para as
alteracdes metabolicas em plantas submetidas a baixas temperaturas; em altas concentracdes, esse
agliicar tem um efeito crioprotetor direto sobre as membranas celulares (Uemura & Steponkus
2003).

Klotke et al. (2004) indicaram um possivel papel indireto da sacarose na aclimatagdo ao frio em
plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana (Linnaeus) Heynhold, servindo como um substrato
metabolico para a sintese de compostos crioprotetores em vez de, ou além de, um efeito crioprotetor
direto do dissacarideo.

Em sementes de algumas espécies, principalmente de Leguminosae, ocorre acimulo de ciclitdis
livres e, principalmente, galactosil ciclitois. Estes, juntamente com a sacarose, poderiam contribuir
para a estabilidade estrutural de organelas, membranas, enzimas e outras macromoléculas e para a
formacgdo do estado vitreo, fundamental na tolerdncia das sementes a dessecag¢do (Obendorf 1997,
Peterbauer & Richter 2001).

Estudando sementes de varias espécies, Steadman et al. (1996) encontraram contetido de

sacarose maior nos eixos embrionarios que nos cotilédones quando as sementes foram submetidas a
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secagem, porém nao se pode afirmar que este fato seja um indicio de tolerancia a dessecagdo ou ao
congelamento.

Em sementes ortodoxas, os oligossacarideos da série da rafinose tém sido relacionados com a
tolerancia a dessecagdo (Lin & Huang 1994) e, conseqiientemente, com a longevidade das sementes
(Bernal-Lugol & Leopold 1992). A presenca de rafinose previne a cristalizagdo da sacarose durante
a secagem, protegendo a membrana (Caffrey et al. 1988). O papel crioprotetor da rafinose também
sugere que a sua presenga pode ser um bom indicador de tolerdncia ao congelamento em
Arabidopsis thaliana (Linnaeus) Heynhold (Klotke et al. 2004).

Sementes de pau-brasil foram consideradas ortodoxas, tolerando reducdo do teor de dgua até
7,6%. Através dessa reducdo, associada ao armazenamento a 6-8 °C foi possivel conservar a
viabilidade dessas sementes por até 18 meses (Barbedo et al. 2002). Contudo, ao final desse
periodo, ja apresentavam sinais de perda de vigor, indicando que a completa perda da capacidade
germinativa poderia estar proxima. Sem a secagem associada a reducdo da temperatura de
armazenamento, essas sementes perderam completamente a viabilidade apos cerca de seis meses de
armazenamento.

Sementes maduras de pau-brasil apresentam altos niveis de sacarose, sugerindo estarem
relacionados com a tolerdncia a dessecacdo e supostamente ao congelamento. Todavia, nestas
sementes, rafinose ¢ estaquiose foram encontradas em baixissimas concentragdes (Garcia et al.
2006), indicando que outros compostos, com funcdes similares, poderiam estar atuando, juntamente
com a sacarose, na protecdo das membranas durante a secagem e ou congelamento.

Apesar dos avangos obtidos na conservacao da viabilidade de sementes de C. echinata durante o
armazenamento, deve-se salientar que o periodo de armazenamento maximo possivel demonstrado
(18 meses) ¢ ainda relativamente curto quando se considera a manutencdo de bancos de

germoplasma.



OBJETIVO GERAL

Avaliar a tolerdncia ao congelamento de sementes de Caesalpinia echinata Lam. (pau-
brasil), visando a manutengdo da capacidade germinativa por periodos prolongados, através do
armazenamento em temperaturas abaixo de zero, bem como avaliar as relagdes entre essa tolerancia

e a composicdo de carboidratos ndo estruturais.



Figura 1 - Aspectos da espécie Caesalpinia echinata LAM. (pau-brasil) — A — Arvore, B — Folha, C — Caule com actleos, D — Corte
transversal do caule (cerne com cor vermelha; brasileina), E — Inflorescéncia (flor em destaque), F — Frutos, G — Sementes.



CAPITULO 1

Tolerancia ao Congelamento de Sementes de pau-brasil (Caesalpinia echinata L.am.)

Titulo resumido: Congelamento de sementes de pau-brasil
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ABSTRACT - (Freezing tolerance in seeds of Caesalpinia echinata Lam. (brazilwood)). Many

species of tropical and subtropical ecosystems have orthodox seeds, in which, it is possible to
reduce the water content until levels ca. 10%, keeping their viability and when associated to cold
temperatures the longevity in some species can be improved. It is important to control the reduction
of water during storage at sub-zero temperatures, because excess of water can create ice crystals
which might induce cell damage and consequently the reduction in their viability. The purpose of
this work was to analyze freezing tolerance in seeds of brasilwood. Seeds containing 12,7% and
22,6% of initial water content were stored at 25 °C, 7 °C and -18 °C and analyzed after 15, 30 and
90 days. The results showed that water content has great influence in the storage of these seeds
mainly in negative temperature. There was reduction in the water content of the seeds during
storage, depending on the relative humidity of the environment. When seeds were stored at 25 °C,
they lost totally viability at 90 days. As for storage at 7 °C the seeds maintained viability throughout
the experimental period, also independent of water content. However, when stored at freezing
temperatures the seeds with low water content survived, as far as germination and normal seedlings
were concerned, while seeds with high water content lost completely the viability at the end of the
experiment. Based on these results we concluded that seeds of brazilwood are freezing tolerant as
long as their water content is about 12%.

Key words: freezing sensitive, tropical tree, water content, viability
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RESUMO - (Tolerancia ao congelamento em sementes de Caesalpinia echinata Lam (pau-brasil)).
Em ecossistemas tropicais e subtropicais muitas espécies possuem sementes consideradas
ortodoxas, ou seja, aquelas que toleram redug@o do teor de agua até niveis proximos a 10%. Essa
tolerancia a dessecag@o ¢ importante quando se pretende armazenar as sementes a temperaturas sub-
zero, pois o excesso de agua pode formar cristais de gelo que causardo danos as células e,
conseqiientemente, redu¢do da viabilidade. O objetivo deste trabalho foi avaliar a tolerancia das
sementes de pau-brasil ao congelamento. Sementes com 22,6% e 12,7% de agua, obtidas por
diferentes processos de coleta foram armazenadas a 25 °C, 7 °C e -18 °C e avaliadas apos 15, 30 e
90 dias. Os resultados demonstraram que houve reducdo do teor de agua das sementes durante o
armazenamento, de acordo com a umidade relativa do ambiente onde foram armazenadas. Quando
armazenadas a 25 °C, as sementes perderam totalmente a viabilidade aos 90 dias,
independentemente do teor de dgua. Em relacdo ao armazenamento a 7 °C, ndo houve diferenca
entre os lotes e as sementes mantiveram a viabilidade. Todavia, quando congeladas, somente as
sementes com baixo teor de agua permaneceram viaveis durante o periodo de armazenamento, tanto
em relagdo a germinagdo quanto ao desenvolvimento de plantulas normais, enquanto as sementes
com alto teor de 4dgua inicial perderam totalmente a viabilidade ao final do experimento. De acordo
com os resultados obtidos conclui-se que sementes de pau-brasil sdo tolerantes ao congelamento
desde que seu teor de 4gua esteja por volta de 12%.

Palavras chave: sensibilidade ao congelamento, arvore tropical, teor de agua, viabilidade
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Introducao

Ecossistemas tropicais e subtropicais possuem muitas espécies arboreas e arbustivas com
sementes consideradas recalcitrantes, ou seja, ndo toleram secagem a niveis baixos, bem como
sementes de comportamento considerado intermedidrio, que toleram secagem, mas perdem a
viabilidade quando sdo armazenadas em baixa temperatura. Contudo, varias espécies possuem
sementes consideradas ortodoxas, nas quais ¢ possivel a reducdo do teor de agua até niveis
proximos a 10%, o que pode aumentar sua viabilidade (Roberts 1973, Ellis ef al. 1990, 1991).

Em uma semente seca a solu¢@o celular assume comportamento de um sistema viscoso € a
taxa de reacOes quimicas ¢ reduzida para niveis insignificantes (Vertucci & Roos 1990).

Além da reducdo do teor de agua, muitas espécies tém a capacidade de armazenamento
ampliada quando essa reducdo esta associada a diminuicdo da temperatura (Walters et al. 1998),
devido a redu¢do do metabolismo.

Durante o desenvolvimento das sementes, muitos compostos bioquimicos sdo acumulados, e
alguns deles tém suposto envolvimento com a tolerdncia a desseca¢do (Blackman e al. 1991).
Entretanto, pouco se conhece em relacdo a aquisi¢ao da tolerancia ao congelamento de sementes.

A criopreservagao € uma técnica que vem sendo utilizada para a manuten¢ao de sementes
em bancos de germoplasma. Tal técnica compreende a conservacdo de material bioldgico a
temperaturas ultrabaixas, geralmente em nitrogénio liquido a -196 °C, nas quais todos 0s processos
metabolicos sdo essencialmente paralisados ¢ mantidos em estado latente, proporcionando
preservacao praticamente indefinida (Medeiros & Cavallari 1992). Contudo, durante a exposi¢ao ao
nitrogénio liquido sementes de algumas espécies podem ter consideravel reducdo da sua viabilidade
(Barbour & Parresol 2003).

Outra técnica que requer cuidados ndo tdo tecnificados e custos ndo tdo elevados, utilizada

por muitos bancos de germoplasma de sementes ortodoxas, ¢ o congelamento e armazenamento das
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sementes a aproximadamente -18 °C (Roberts 1973). Com isso, a longevidade pode ser prolongada
por décadas, muitas vezes de forma previsivel.

A capacidade dos tecidos vegetais sobreviverem a temperaturas sub-zero depende da sua
tolerancia ndo apenas a temperatura negativa, mas também a dessecagdo. Muitas espécies
apresentam limites nessas tolerancias (Chin et al. 1989), tornando necessdrio o conhecimento do
grau de tolerancia a secagem associado com a resposta dos tecidos ao congelamento.

Durante o congelamento ocorre o super-resfriamento da célula e de seu meio externo e,
posteriormente, ocorre formacgdo de gelo extracelular. O meio intracelular permanece descongelado,
provavelmente devido a presenca de barreiras celulares impostas pela parede celular e membrana
plasmatica, prevenindo a formagao de cristais de gelo no citoplasma (Mazzur 1963).

Quando a reducdo da temperatura ¢ lenta ocorre perda de agua do interior da célula para a
solu¢do extracelular, sendo entdo convertida em gelo na superficie das células ou entre o
protoplasto e a parede celular. Com isso, a célula desidrata-se, reduzindo a um minimo ou
removendo completamente a agua livre, evitando assim a formagdo de gelo em seu interior. Se a
temperatura for mantida constante ocorre equilibrio e ndo havera desidratagdo adicional (Santos
2000).

As sementes de pau-brasil quando mantidas em ambiente de laboratdrio (25 °C) mantém a
viabilidade por no maximo trés meses. Contudo, Barbedo et al. (2002) demonstraram que sementes
de Caesalpinia echinata Lam. tém comportamento caracteristico de sementes ortodoxas, uma vez
toleraram redugdo do teor de agua para 7,6%, mantendo a viabilidade por at¢ 18 meses quando
armazenadas a 7 °C. Porém, apos esse periodo de armazenamento o desenvolvimento de plantulas
normais foi cerca de 21%, considerado insatisfatorio.

Nado se conhece a resisténcia destas sementes a temperaturas sub-zero, o que poderia
aumentar o periodo de armazenamento. Visto que as sementes de diferentes espécies se comportam

de forma diferente em relacdo as temperaturas negativas, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
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tolerancia das sementes de pau-brasil ao congelamento, com vistas a ampliar sua longevidade

durante o armazenamento.

Material e métodos

Sementes de Caesalpinia echinata Lam. (pau-brasil) foram obtidas de aproximadamente 20
arvores em bosque homogéneo implantado na Reserva Bioldgica e Estagdo Experimental de Moji-
Guagu, Municipio de Mogi-Guacu, SP (22°15-16'S, 47°8-12'W). Trés procedimentos para obtencao
de sementes foram realizados: 1) colheita de frutos maduros com coloragdo totalmente castanha
(Borges et al. 2005) e com remo¢ao manual das sementes em laboratorio (denominadas sementes
nao dispersas); 2) coleta de sementes recém-dispersas (menos de 24 horas da dispersdo) em época
sem ocorréncia de chuva nas 24 horas anteriores a colheita (denominadas sementes dispersas em
época seca); 3) coleta de sementes recém-dispersas em época de ocorréncia de chuva nas 24 horas
anteriores a colheita (denominadas sementes dispersas apds chuva).

As sementes assim obtidas foram inicialmente avaliadas quanto a teor de 4gua e germinacgao.
O teor de agua foi avaliado pelo método da estufa a 103 °C/ 17 horas (Ista 1996), com quatro
repeticdes de trés sementes cada. O teste de germinagdo foi realizado em germinadores com
circulacdo interna de adgua, regulados para 25 °C (Mello et al. 2004), com as sementes colocadas em
rolos de papel (Brasil 1992), com quatro repetigoes de dez sementes cada. Neste teste avaliaram-se,
a cada trés dias, as sementes germinadas (protrusdo da raiz primaria de, no minimo, 2 cm) € o
desenvolvimento de plantulas normais (Barbedo et al. 2002).

As sementes de cada procedimento de colheita foram, entdo, armazenadas em camaras com
trés temperaturas distintas, 25 = 1 °C (umidade relativa do ar, UR, 72% =+ 3%; potencial hidrico, ¥,
-39,5 MPa), 7 £ 3 °C (UR 45% £ 7%; potencial hidrico, ¥, -101,9 MPa) e -18 £ 5 °C (UR 84% =+
10%; potencial hidrico, ¥, -20,3 MPa). Apos 15, 30 e 90 dias de armazenamento, as sementes

foram novamente avaliadas quanto ao teor de agua e germinagao.
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As sementes dispersas apos chuva (procedimento 3) ndo foram incluidas no delineamento
experimental e nas andlises estatisticas por terem perdido totalmente a capacidade germinativa ja
apos os primeiros 15 dias, em quaisquer das camaras. Dessa forma, constituiu-se um experimento
fatorial 2 x 3 (procedimento de coleta x condi¢cdes de armazenamento), em delineamento
inteiramente casualizado. Os resultados foram submetidos a analise de varidncia (teste F) e as
médias foram comparadas entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade (Gomes
1982). Para realizacdo das andlises estatisticas, os valores de porcentagem, quando necessario para

ajuste da normalidade, foram transformados para arc sen (%) *°.

Resultados e discussao

As sementes dispersas apds chuva estavam com 21,9% de agua e apresentavam 25% de
germinagdo. Nos primeiros 15 dias de armazenamento essas sementes perderam a capacidade
germinativa, independentemente da condicdo de armazenamento, confirmando, dessa forma, a
importancia da qualidade inicial das sementes de pau-brasil para a conservacdo de sua viabilidade
em armazenamento (Barbedo et al. 2002).

O teor de 4gua das sementes dispersas em época seca foi 12,7%, sua germinacao 78%, com
70% das sementes apresentando capacidade de desenvolver plantulas normais. As sementes nao
dispersas apresentavam 22,6% de agua, 78% de germinagdo e 62% de sementes desenvolvendo
plantulas normais. Excetuando a diferencga do teor de agua, as sementes dos dois procedimentos de
colheita possuiam semelhante qualidade fisioldgica inicial.

Os resultados de teor de agua das sementes armazenadas nas diferentes camaras (tabela 1)
evidenciaram a relagdo diretamente proporcional entre o teor de agua e a umidade relativa do ar
(UR) da camara, como ja descrito por Carvalho & Nakagawa (2000). Assim, sementes mantidas a

45% de UR (7 °C) tiveram teor de agua entre 6,8% e 9,3%, as mantidas a 72% de UR (25 °C)
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tiveram entre 10,2% e 11,9% de dgua e as mantidas a 84% de UR (-18 °C) tiveram teor de agua
entre 11,3% e 18,3%.

A diferenca no teor de 4gua entre as sementes dispersas e as nao dispersas foi aparentemente
fundamental para a tolerancia ao congelamento, principalmente por ndo terem sido empregados
processos artificiais de secagem. O teor de agua das sementes dispersas manteve-se relativamente
baixo (inferior aos 12,7% iniciais) durante os 90 dias de armazenamento, independentemente do
ambiente e chegando a 7,7% nas mantidas a 7 °C (tabela 1).

Nas sementes nao dispersas houve rapida reducdo do teor de 4gua nas armazenadas em
temperaturas superiores a zero grau (7 °C e 25 °C), chegando a valores entre 6,8% e 11,9% (tabela
1). Contudo, as sementes nao dispersas mantidas a -18 °C tiveram redug¢do dos 22,6% iniciais para
18,3% aos 15 dias, 15,5% aos 30 dias e 13,4% aos 90 dias (tabela 1). Dessa forma, essas sementes
permaneceram pelo menos por 15 dias em temperatura sub-zero com teor de agua superior a 17%
(ou seja, acima de 0,20 g H,O g'1 massa seca), valor considerado critico para a tolerdncia ao
congelamento de sementes de algumas espécies do género Coffea (Dussert et al. 1998, Eira et al.
1999).

O congelamento de sementes de pau-brasil com teor de 4gua elevado resultou na expressiva
reducdo da capacidade germinativa, com apenas 10% das sementes germinando e 8% produzindo
plantulas normais ap6s 30 dias de armazenamento e culminando com a perda total da germinagao
aos 90 dias de armazenamento (tabela 2). A quantidade de 4gua congelavel presente nas sementes
foi provavelmente o fator mais critico em relacdo a sobrevivéncia a temperaturas sub-zero. Estes
resultados indicam que sementes de pau-brasil sdo tolerantes ao congelamento, desde que seu teor
de agua nio seja elevado. Quando a semente se encontra excessivamente hidratada, pode ocorrer a
formacdo de gelo intracelular durante o congelamento, isto €, formagao de cristais de gelo a partir
da dgua livre presente no interior das células (Santos 2000), acarretando injurias e causando a perda
da capacidade germinativa, como foi o caso das sementes de pau-brasil. Sementes com baixo teor

de 4gua armazenadas a -18 °C mantiveram tanto a capacidade germinativa quanto a de producao de
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plantulas normais apds 90 dias de armazenamento (tabela 2). Vertucci (1989) mencionou que a
faixa de teor de 4gua na qual a semente suporta baixas temperaturas ¢ estreita e, se excedida,
instantaneamente resulta em morte durante o resfriamento e reaquecimento dos tecidos.

Os resultados de germinacdo e de desenvolvimento de plantulas normais (tabela 2) das
sementes de pau-brasil armazenadas sob diferentes temperaturas permitiram confirmar, também, a
importancia da redu¢do da temperatura para a manutengdo da viabilidade dessas sementes,
conforme ja mostrado por Barbedo et a/. (2002). Novamente se constatou que a manutencdo das
sementes em ambiente com temperatura elevada (25°C) acarreta a rapida perda do vigor e da
capacidade germinativa ja nos primeiros 30 dias de armazenamento (tabela 2), ainda que as
sementes ndo possuam elevado teor de agua (tabela 1).

De acordo com os dados obtidos pode-se concluir que o teor de dgua tem grande influéncia
no armazenamento de sementes de pau-brasil. Em temperatura ambiente, + 25 °C, as sementes
perdem a capacidade germinativa rapidamente, porém quando armazenadas a 7 °C mantém a
germinabilidade, independentemente do teor de 4gua inicial. Porém, houve um melhor
desenvolvimento de plantulas normais quando o teor de agua inicial era mais baixo. A exposi¢ao a
temperaturas sub-zero evidenciou que sementes de pau-brasil suportam congelamento desde que

armazenadas com baixo teor de 4gua inicial, em torno de 12%.
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Tabela 1. Teor de agua (%) de sementes de Caesalpinia echinata Lam. (pau-brasil) ndo
dispersas e de sementes dispersas em época seca, armazenadas por 15, 30 e 90 dias a 25
1 °C (umidade relativa do ar, UR, 72% + 3%; potencial hidrico,"¥, -39,5 MPa), 7 £ 3 °C
(UR 45% £ 7%; ¥ -101,9 MPa) e -18 £ 5 °C (UR 84% £ 10%; ¥ -20,3 MPa).

Tempo de Processo de obtencdo das sementes / Temperatura de armazenamento
armazenamento Nao dispersas Dispersas em época seca
(dias) 25°C 7°C -18°C 25°C 7°C -18°C
0 (inicial) 22,6 22,6 22,6 12,7 12,7 12,7
15 109bBa'  93aCa 18,3aAa  102bBb 87aCh 12,1aAb
30 109bBa 6,8cCh  155bAa 10,7bAa 8,2abBa 11,2 bAb
90 11,9aBa  83bCa 13,4cAa 11,4aAa 7,7bBb 11,3bAb
Coef. variagdo 3,73 %

'Médias seguidas pela mesma letra nio diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de
probabilidade; mintsculas para comparagdo entre tempos de armazenamento, maiusculas entre
temperaturas dentro de cada processo de obtengdo, em italico para comparacao entre processos de obtengdo
dentro de cada temperatura.
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Tabela 2. Germinacdo (%) e desenvolvimento de plantulas normais (%) de sementes de
Caesalpinia echinata Lam. (pau-brasil) ndo dispersas (teor de 4gua inicial de 22,6%) e
sementes dispersas em época seca (teor de dgua inicial de 12,7%), armazenadas por 15, 30 e 90
dias a 25 + 1 °C (umidade relativa do ar, UR, 72% + 3%, potencial hidrico,¥, -39,5 MPa), 7 +
3°C (UR 45% £ 7%; ¥ -101,9 MPa) e -18 £ 5 °C (UR 84% + 10%; ¥ -20,3 MPa).

Tempo de Processo de obtengdo das sementes / Temperatura de armazenamento
armazenamento Nao dispersas Dispersas em seca
(dias) 25°C 7°C ~18°C 25°C 7°C ~18°C
Germinacdo
0 (inicial) 78 78 78 78 78 78
15 58 aAa' 65 aAa 12 aBb 60 aAa 58 aAa 62 aAa
30 18 bBa 50 aAa 10 abBb 18 bCa 52 aBa 82 aAa
90 2 cBa 58 aAa 0 bBb 0 cBa 65 aAa 60 aAa
Coef. variacdo 20,19 %

Desenvolvimento de plantulas normais

0 (inicial) 62 62 62 70 70 70
15 35aAa 30 aAa 5aBb 40 aAa 18 bAa 38 bAa
30 8 bAa 22 aAa 8 aAb 12bBa 32 abBa 75 aAa
90 0 bBa 25 aAb 0 aBb 0 cBa 50 aAa 28 bAa
Coef. variacao 28,06 %

"Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade;
minusculas para comparacdo entre tempos de armazenamento, maiusculas entre temperaturas dentro de cada
processo de obtencdo, em italico para comparagdo entre processos de obtenc¢do dentro de cada temperatura.
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ABSTRACT - (Freezing and storage of seeds of Caesalpinia echinata Lam. (brazilwood)).

Caesalpinia echinata Lam., a brazilian tropical woody species, is at risk of extinction due to the
economic exploitation of its heartwood. In natural environment, under warm temperatures, seeds of
C. echinata germinate immediately after shedding, keeping their viability under storage only up to
three months after harvesting. These seeds are tolerant to desiccation (until 7.6% wet basis)
maintaining their viability (more than 80%) until 18 months when stored at 7 °C, but the final
percentage of seedlings produced from those seeds is low. In the present work the effect of freezing
temperatures on the storability of C. echinata seeds was evaluated, aiming to increase the period in
which seeds are capable to produce vigorous seedlings. Results showed that seeds stored under —18
°C for 12 months produced ca. 35% of vigorous seedlings while those stored at 7 °C produced, as
reported previously, lower percentage of vigorous seedlings. These data add new information to the
seed physiology of C. echinata and can be useful to improve seedling production and germplasm
conservation of this important species native from the Brazilian Atlantic Forest.

Key words - cold storage, germination, legume seeds, Leguminosae, tropical tree
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RESUMO - (Congelamento e armazenamento de sementes de pau-brasil (Caesalpinia echinata
Lam.)). Caesalpinia echinata Lam. ¢é espécie lenhosa tropical brasileira que, devido a sua intensa
exploragdo econdmica, foi incluida na lista de espécies em risco de extingdo. No ambiente natural,
em temperaturas elevadas, as sementes de C. echinata germinam imediatamente apds a dispersdo,
mantendo a viabilidade por no maximo trés meses quando armazenadas em temperatura ambiente.
Essas sementes sdo tolerantes a dessecagdo até 7,6% (base umida), mantendo mais de 80% de
viabilidade até 18 meses quando armazenadas a 7 °C. Contudo, a porcentagem final de plantulas
produzidas a partir dessas sementes ¢ baixa. No presente trabalho foi estudado o efeito do
congelamento sobre a manutengdo da viabilidade de sementes de C. echinata visando ampliar o
periodo no qual essas sementes sdo capazes de produzir plantulas normais. Os resultados obtidos
mostraram que sementes armazenadas a -18 °C por 12 meses produziram ca. 35% de plantulas
vigorosas, enquanto as armazenadas a 7 °C produziram, como previamente descrito, menor
porcentagem de plantulas normais. Os dados obtidos acrescentam informag¢des novas sobre a
fisiologia da germinacdo de sementes de C. echinata e sdo relevantes para a producdo de mudas e
para a conservacao de germoplasma dessa importante espécie nativa da Mata Atlantica.

Palavras-chave - armazenamento a frio, germinagdo, Leguminosae, planta arborea tropical, semente

de leguminosa
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Introducao

Manter a biodiversidade ¢ uma das principais preocupagdes da humanidade na atualidade,
devido aos efeitos negativos da degradagdo ambiental e do crescente aumento do nimero de
espécies ameacadas de extingdo. A Mata Atlantica ¢ um dos biomas com maior biodiversidade de
espécies, muitas endémicas, que vem sofrendo constante perda de sua area e, conseqiientemente, de
suas espécies (Peixoto 1991, 1992).

A exploracdo descontrolada de Caesalpinia echinata Lam. (Leguminosae -
Caesalpinioideae), o pau-brasil, ¢ um dos clédssicos exemplos de distiirbio causado a Mata Atlantica,
restando pequenos remanescentes dessa espécie na atualidade (Rocha 2004). De valor histérico e
econdmico para o Brasil, o pau-brasil ja foi incluido na lista oficial de espécies da flora brasileira
ameacgadas de extingdo e ¢ utilizado, atualmente, para a confec¢do de arcos de violino e para o
paisagismo (Cunha & Lima 1992, Rocha 2004, Longui 2005).

O uso e conservagao dos recursos atuais e potenciais das florestas tropicais, ou 0 seu manejo
sustentavel, vem sendo o atual desafio para os pesquisadores, profissionais e ambientalistas que se
preocupam com esses sistemas (Kageyama 2000).

A preservacdo ex situ ¢ a utilizagdo racional do pau-brasil demandam informagoes
conclusivas, entre outros aspectos, quanto ao armazenamento por periodos prolongados de sementes
com elevado potencial fisiologico. O armazenamento de sementes ¢ de fundamental importancia em
espécies que apresentam dificuldades para propagacdo e que, como o pau-brasil, estejam ameagadas
de extingao, além de garantir pureza genética do lote (Barbedo ef al. 2002, Theilade & Petri 2003).
De maneira geral, a capacidade de armazenamento das sementes esta associada a sua qualidade
inicial, ao seu nivel de dessecacdo e as condigdes do local do armazenamento (Roberts 1973,
Barbedo & Marcos Filho 1998, Carvalho & Nakagawa 2000).

A colheita de sementes proxima ao ponto de maturidade fisioldgica é fundamental para a

obtencdo de lotes com elevada qualidade inicial (Carvalho & Nakagawa 2000). Mudangas fisicas e
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fisiologicas durante a maturag@o de frutos e sementes de pau-brasil foram descritas por Borges ef al.
(2005), sendo demonstrada a importancia da colheita de frutos diretamente nas arvores, em
momento proximo a maturidade fisiologica das sementes, ou imediatamente apds sua deiscéncia.
Contudo, o tipo, o local e a época de dispersdo das sementes de pau-brasil apresentam
caracteristicas que nem sempre permitem, na pratica, a obtencdo de lotes de sementes com elevada
qualidade fisica, fisiologica e sanitaria.

A reducgdo do teor de agua imediatamente apds a colheita também ¢ um aspecto importante
quando as sementes apresentam teor de agua inadequado ao armazenamento. De maneira geral, a
secagem pode ampliar a longevidade das sementes, dificultando a acdo de reacdes metabolicas e de
microrganismos € insetos prejudiciais a sua conservacdo (Carvalho & Nakagawa 2000, Villela &
Peres 2004).

Nas sementes foram descritos cinco tipos de agua e os intervalos correspondentes de
potenciais hidricos e de teores de agua, de acordo com a mobilidade da molécula e as propriedades
termodinamicas da agua (Vertucci & Farrant 1995). A 4gua tipo 1 é encontrada geralmente em
sementes muito secas (inferior a 7,5%, na base imida), onde a atividade metabdlica € restrita e, sua
remogdo pode causar deterioragdo dos tecidos. A agua tipo 2 (teor de agua de 7,5% a 20% e
potencial hidrico de -11 a -150 MPa) passa a ter papel de solvente, mas apresenta-se ainda como
agua ndo congelavel dentro do tecido, mas a partir da dgua tipo 3 (20% a 33% de agua) comeca a
ocorrer a presenca de agua congelavel e a atividade fisiologica da semente se altera dramaticamente
com a presenca desse tipo de dgua. Ja a agua tipo 4 (33% a 41% de agua) apresenta caracteristicas
de solucdo concentrada e nesta fase pode dar inicio a germinagao, enquanto a agua tipo 5 (acima de
41% de agua) tem as caracteristicas apresentadas por uma solucdo diluida e a germinagdo somente
se completa quando esta agua esta presente (Marcos-Filho 2005).

Barbedo et al. (2002) avaliaram a tolerancia das sementes de pau-brasil a dessecagdo e o seu
potencial de armazenamento e obtiveram melhores resultados com o armazenamento das sementes

secas (7,6% de agua, em relacdo a sua massa fresca) a 7 °C. Contudo, apesar de terem ampliado o
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periodo de armazenamento para 18 meses, com 81% de germinacdo, o vigor dessas sementes foi
reduzido e apenas 21% delas produziram plantulas normais.

A capacidade de armazenamento ¢ ampliada, para muitas espécies, quando a redugdo do teor
de agua das sementes estd associada a diminuicdo da temperatura (Walters et al. 1998).
Temperaturas baixas conservam melhor componentes celulares como as enzimas, permitindo a
disponibilizacdo de glicose para a respira¢do da semente, através da hidrélise de sacarose ou outros
oligossacarideos, podendo ainda agir em enzimas sintetizadoras de outros componentes
responsaveis pela integridade das membranas (Peterbauer & Richter 2001). Contudo, ha espécies
que nao toleram grande reducdo da temperatura, principalmente o congelamento (Chin et al. 1989).
Nestas condicdes, a quantidade de agua torna-se mais importante, pois a 4gua contida nas sementes
pode propiciar a formacao de cristais de gelo, acarretando rupturas mecanicas na parede celular e no
sistema de membranas, promovendo a desagregacdo celular e conseqiiente perda da viabilidade das
sementes (Roberts 1973, Andrade & Pereira 1997).

Uma vez que a conservacao de sementes de pau-brasil a 7 °C ¢, ainda, insatisfatoria, ainda
que seu teor de agua seja reduzido para valores proximos a 7,6%, ha suspeita de que alteragdes
metabodlicas ocorram mesmo com o resfriamento do ambiente. Assim, no presente trabalho
objetivou-se avaliar a capacidade de armazenamento das sementes de pau-brasil quando congeladas

com diferentes teores de 4gua.

Material e métodos

O experimento foi realizado com sementes de Caesalpinia echinata Lam. (pau-brasil) recém
dispersas, procedentes de aproximadamente 20 arvores cultivadas em bosque homogéneo
implantado na Reserva Bioldgica e Estacdo Experimental de Moji-Guagu, Municipio de Mogi-
Guagu, SP (22°15-16'S, 47°8-12'W). Apos a coleta, as sementes foram selecionadas descartando-se

as consideradas imaturas (Borges et al. 2005) e as danificadas por insetos ou microrganismos. As
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sementes assim obtidas foram armazenadas em camara fria (7 £ 3 °C) em embalagem permeavel
(sacos de papel Kraft) até a instalagdo dos experimentos.

Inicialmente as sementes apresentavam 11% de agua, sendo entdo distribuidas igualmente
em trés grupos. Dois destes foram submetidos a secagem controlada em estufa a 50 °C, procurando-
se reduzir seu teor de dgua para valores proximos a 10% e 7%, enquanto o terceiro foi mantido em
ambiente com elevada umidade relativa do ar, procurando-se obter sementes com valores proximos
a 12% de agua.

Ao final de cada processo, o teor de agua foi novamente avaliado, pelo método da estufa a
103 °C/ 17 horas (Ista 1996), com quatro repeti¢des de trés sementes cada, bem como o potencial
hidrico das sementes. Para este, utilizou-se medidor de potencial hidrico WP4, da Decagon.

O teste de germinagdo foi realizado em germinadores com circulagdo interna de agua,
regulados para 25 °C (Mello et al. 2004), com as sementes colocadas em rolos de papel (Brasil,
1992), com quatro repeti¢des de dez sementes cada. Neste teste avaliaram-se, a cada trés dias, as
sementes germinadas (protrusdo da raiz primdria de, no minimo, 2 cm) e o desenvolvimento de
plantulas normais (Barbedo ef al. 2002).

A seguir, foram armazenadas em sacos de papel permedvel, em quatro cdmaras com
temperaturas reguladas para 7 + 3 °C (umidade relativa do ar, UR 45% + 7%; potencial hidrico, ‘P,
-101,9 MPa), 2 £ 2 °C (UR 29% + 2%, potencial hidrico, ¥, -155,2 MPa), -5 £ 4 °C (UR 73% =+
5%, potencial hidrico, ¥, -38,4 MPa) e -18 £ 5 °C (UR 84% + 10%, potencial hidrico, ¥, -20,3
MPa), além disso, uma amostra das sementes foi mantida em temperatura ambiente de laboratorio
(22 £7°C, 80% £ 15%).

Apos seis e 12 meses, as sementes foram novamente avaliadas quanto ao teor de agua e
germinagdo, conforme descrito anteriormente.

Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente pelo teste F, ao nivel de 5% de
probabilidade. As sementes armazenadas em ambiente natural de laboratdrio ja ndo estavam vidveis

apés os primeiros seis meses de armazenamento e, por esse motivo, ndo foram incluidas nas
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analises estatisticas. Dessa forma, constituiu-se um esquema fatorial 2x4x3 (tempo de
armazenamento X tipo de armazenamento X teor inicial de 4gua). As médias foram analisadas pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade, visando a avalia¢do de alteracdes nesses pardmetros nas
sementes armazenadas nas diferentes camaras (Gomes 1982). Para realizagdo das analises
estatisticas, os valores de porcentagem, quando necessario para ajuste da normalidade, foram
transformados para arc sen (%) *° ou, na existéncia de grande quantidade de valores nulos, para arc

sen (%+0,5) 03,

Resultados e discussao

Dos trés grupos formados inicialmente, um teve o teor de 4gua das sementes reduzido para
6,9% (apresentando 58% germinagdo e 40% plantulas normais), outro para 10,3% (54% germinagdo
e 50% plantulas normais) e o terceiro atingiu 12,4% de agua (50% germinacdo e 40% plantulas
normais), conforme observado na tabela 1. Os valores iniciais de teor de agua e de potencial hidrico
(-79,7 MPa para as sementes com 6,9% agua, -53,6 MPa para as que tinham 10,3% de agua e -52,0
MPa para as de 12,4% de agua) sdo correspondentes a agua tipo 2, ndo congelavel, descrita por
Vertucci & Farrant (1995).

A andlise de varidncia dos dados de teor de 4gua das sementes identificou interacdo
significativa entre os trés fatores estudados, periodo de armazenamento x teor inicial de agua x
temperatura de armazenamento. Houve tendéncia de equilibrio higroscopico entre as sementes ¢ a
umidade relativa do ar do ambiente de armazenamento apds os primeiros seis meses de
armazenamento, independentemente do teor de agua inicial. A umidade relativa do ar condiciona,
muitas vezes, a longevidade das sementes de algumas espécies, como ocorreu com as de
Azadirachta indica (Sacandé et al. 2000).

Na tabela 1 verifica-se que sementes armazenadas a 7 + 3 °C (UR de 45% + 7%) atingiram

valores proximos a 6% de dgua aos seis meses, ndo se alterando muito apds 12 meses. Nas sementes
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armazenadas a 2 = 2 °C (UR de 29% =% 2%), o teor de agua variou entre 6% e 8% durante o periodo
de armazenamento, enquanto aquelas armazenadas a -5 £ 4 °C (UR de 73% £ 5%) e -18 £ 5 °C (UR
de 84% £ 10%) apresentaram valores proximos a 10% de 4gua, ndo oscilando muito ao final dos 12
meses de armazenamento.

As andlises de variancia dos resultados de germinacdo (tabela 2) e de plantulas normais
(tabela 3) demonstraram que nao houve efeito significativo para a interacdo envolvendo os trés
fatores estudados e, tampouco, para as interagdes dos fatores aos pares. Contudo, a analise dos
resultados de germinacdo identificou efeito isolado do periodo de armazenamento (A) e da
temperatura de armazenamento (C), conforme a tabela 2 e a andlise do desenvolvimento de
plantulas normais identificou efeito isolado do teor inicial de agua (B) e da temperatura de
armazenamento (C), conforme a tabela 3.

Os resultados dos fatores que apresentaram efeito significativo sobre a germinagdo das
sementes estdo apresentados na tabela 4, evidenciando a importancia do armazenamento das
sementes de pau-brasil em temperaturas abaixo de zero grau centigrado, ou seja, congelando as
sementes, mesmo quando sua qualidade inicial ndo ¢ elevada. Embora a porcentagem inicial de
germinag¢do nao fosse elevada (54%), com o congelamento as sementes mantiveram esse patamar de
germinagdo por até 12 meses (tabela 4). Também ficou evidente que, dentro da faixa de 6,9% a
12,4%, o teor de agua das sementes pouco interferiu na sua capacidade de manutencdo da
viabilidade em armazenamento.

Por sua vez, o desenvolvimento de plantulas normais foi afetado pelo teor de agua inicial e
apenas as sementes armazenadas com os menores teores de agua (10,3% e 6,9%) mantiveram vigor
semelhante ao inicial (tabela 5). Apesar do teor de 4gua inicial dos trés grupos pertencer a agua tipo
2, deve-se salientar que acima de 10% muitas reagdes de deterioracdo podem ocorrer em varios
constituintes celulares ocasionando degradagdo, enquanto abaixo desse valor a agua apresenta

caracteristicas vitreas e as reacdes sdo reprimidas (Marcos-Filho 2005).
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E interessante observar, ainda, que ndo houve efeito do periodo de armazenamento (6 ¢ 12
meses) sobre a producdo de plantulas normais. Tal fato, aliado aos valores semelhantes de plantulas
normais entre as sementes armazenadas e as ndo armazenadas e a queda nos valores de germinagdo
com o armazenamento, sugere que apenas as sementes inicialmente vigorosas suportaram o
armazenamento por 12 meses, ainda que armazenadas congeladas.

Os resultados obtidos no presente trabalho confirmam dados reportados por Barbedo et al.
(2002) quanto a reducdo nos valores de germinacdo e de producao de plantulas normais de sementes
armazenadas a 7 °C por 12 meses resultando, ao final desse periodo numa média de 12% de
germinagdo e 8% de plantulas normais (tabelas 4 e 5). Observou-se, ainda, que a reducdo de 7 °C
para 2 °C pouco modificou esta tendéncia.

Os resultados de armazenamento de sementes de pau-brasil em temperaturas sub-zero
indicam a possibilidade do armazenamento de sementes de pau-brasil por periodos prolongados,
como estratégia para conservacao ex situ, semelhantemente ao observado por Cochrane et al. (2002)
para armazenamento, a -18 °C, de sementes de espécies do género Dryandra (R.Br.), também
ameacadas de extingao.

A longevidade de sementes ¢ bastante influenciada tanto pelo seu teor de 4gua quanto pela
temperatura do ambiente. Em geral, na faixa de 5% a 15% de 4gua, a cada 1% de diminui¢ao desse
valor pode-se duplicar a longevidade de sementes (Villela & Peres 2004). No presente trabalho,
contudo, verificou-se que a reducdo na temperatura influenciou muito mais a longevidade das
sementes de pau-brasil, praticamente anulando os efeitos das diferengas no teor de dgua dessas
sementes (tabelas 1,2, 3,4 ¢ 5).

O armazenamento de sementes ortodoxas a -18 °C ¢ adotado pela maioria dos bancos de
sementes, permitindo prolongar a longevidade das sementes por muitas décadas (Santos 2000).
Contudo, freqlientemente esta temperatura estd associada com baixos teores de d4gua nas sementes,

entre 3% a 7% (Theilade & Petri 2003) diferentemente, portanto, do teor de 4gua das sementes de
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pau-brasil, observado nos melhores resultados de desenvolvimento de plantulas normais presentes
nesse trabalho, que oscilou de 11,2% até 10,1% ao final dos 12 meses.

Atualmente cerca de 10.000 espécies de plantas ameagadas estdo preservadas em colegdes
vivas (jardins botanicos, bancos de sementes e cole¢des de cultura de tecidos), representando cerca
de 30% das espécies ameacadas conhecidas (Secretariat of the Convention on Biological Diversity,
2002).

Pesquisas que conduzam ao desenvolvimento de tecnologias conservacionistas sao
fundamentais para a preservacdo da diversidade de plantas. At¢ o momento, os resultados do
presente trabalho permitem recomendar o armazenamento de sementes de pau-brasil em embalagem
permeavel e a -18 °C, desde que o teor de agua esteja entre 7% e 10% dessa forma mantendo-se a
viabilidade e o vigor dessas sementes.

Os dados apresentados neste trabalho acrescentam informagdes novas sobre a fisiologia da
germina¢do de sementes de C. echinata e sdo relevantes para a produ¢do de mudas e para a

conservagao de germoplasma dessa importante espécie nativa da Mata Atlantica.
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Tabela 1. Teor de agua (%) de sementes de Caesalpinia echinata Lam. (pau-brasil)
armazenadas por 6 € 12 meses a 7 °C £ 3 °C (45% = 7% UR; -101,9 MPa), 2 °C £2 °C (29%
+ 2% UR; -155,2 MPa), -5 °C + 4 °C (73% + 5% UR; -38,4 MPa) e -18 °C + 5 °C (84% + 10%
UR; -20,3 MPa).

Temperatura de Teor de agua inicial

armazenamento 6,9% 10,3% 12,4%

6 meses de armazenamento

7+3°C 6,1 cBa 6,6 cAa 6,4 cABa
2+2°C 5,1 dBb 5,4 dABbD 5,6 dAb
5+4°C 9,9 bBa 10,7 bAa 10,9 bAa
-18+£5°C 10,8 aBa 11,2 aABa 11,6 aAa
12 meses de armazenamento
7+3°C 5,6 cAb 5,7 cAb 5,6 dAb
2+£2°C 7,2 bBa 8,0 bAa 6,2 cCa
S5+4°C 10,0 aAa 9,8 aAb 10,2 bAb
-18+5°C 10,4 aBb 10,1 aBb 11,1 aAb
C.V. (%) 1,81

1 1 . ~ - . 7 Jo
Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade;
minusculas para comparagdo entre temperaturas, maiusculas teor de agua inicial dentro de cada periodo de
armazenamento e italico periodo de armazenamento dentro de cada teor de agua inicial.



Tabela 2. Resultado da analise de varidncia obtida para os dados de germinagdo (dados

transformados para arco seno (%/100)™” de sementes de Caesalpinia echinata Lam., com

trés diferentes teores iniciais de agua (12,4%, 10,3% e 6,9%), armazenadas em quatro

temperaturas (7°C, 2°C, -5°C e -18°C) por dois periodos (6 € 12 meses).

Causas da variacao G.L. Quadrado Médio F
(Tratamentos) (23) - -
Armazenamento (A) 1 647,30 5,68 *
Teor inicial de 4gua (B) 2 147,81 1,30
Temperatura de armazenamento (C) 3 3.564,96 31,28 **
Interacdo A x B 2 42,50 0,37
Interacao A x C 3 299,68 2,63
Interagdo B x C 6 62,78 0,55
Interagdo Ax Bx C 6 152,52 1,34
Residuo 72 113,97 -
Total 95 - -
Coeficiente de variagao (%) 30,02

* = significativo ao nivel de 5%; ** = significativo a 1%
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Tabela 3. Resultado da analise de variancia obtida para os dados de plantulas normais
(dados transformados para arco seno (%/100)0’5) de sementes de Caesalpinia echinata
Lam., com trés diferentes teores iniciais de agua (12,4%, 10,3% e 6,9%), armazenadas em

quatro temperaturas (7°C, 2°C, -5°C e -18°C), por dois periodos (6 e 12 meses).

Causas da variacao G.L. Quadrado Médio F
(Tratamentos) (23) - )
Armazenamento (A) 1 94,93 0,77
Teor inicial de 4gua (B) 2 739,72 5,97 **
Temperatura de armazenamento (C) 3 2.775,87 22,39 **
Interagdo A x B 2 191,45 1,54
Interagdo A x C 3 8,52 0,07
Interagdo B x C 6 100,71 0,81
Interacido Ax Bx C 6 165,01 1,33
Residuo 72 123,96 -
Total 95 - -
Coeficiente de variagdo (%) 30,02

** = gignificativo ao nivel de 1%
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Tabela 4. Germinagdo (%) de sementes de Caesalpinia echinata Lam. (pau-brasil) armazenadas por
6 e 12mesesa7°C (-101,9 MPa), 2 °C (-155,2 MPa), -5 °C (-38,4 MPa) ¢ -18 °C (-20,3 MPa).

Temperatura de Periodo de armazenamento Meédias
armazenamento inicial 6 meses 12 meses
7 +£3°C (45% £ 7% UR) 54 29 12 20,5b
2+2°C (29% + 2% UR) 54 26 18 22,1b
-5+4°C (73% + 5% UR) 54 52 50 51, 4a
-18 £5°C (84% = 10% UR) 54 51 53 523a
Médias 54,0 39,7A 33,4B
C.V. (%) 30,02

"Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade;
minusculas para comparagdo entre temperaturas ¢ maiasculas entre tempos de armazenamento.
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Tabela 5. Desenvolvimento de plantulas normais (%) a partir de sementes de Caesalpinia echinata

Lam. (pau-brasil) armazenadas por 6 e 12 meses a 7 °C (-101,9 MPa), 2 °C (-155,2 MPa), -5 °C (-38,4
MPa) e -18 °C (-20,3 MPa).

Temperatura de Teor inicial de agua (%) Médias
armazenamento inicial 12,4 10,3 6,9
7+3°C (45% + 7% UR) 43 1 11 12 82 b
2+2°C (29% =+ 2% UR) 43 7 11 8 9,0 b
-5+4°C (73% + 5% UR) 43 18 27 34 263 a
-18 +5°C (84% + 10% UR) 43 23 46 36 348a
Médias 43,0 12,2B 23,9A 22,6 A
C.V. (%) 47,39

"Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade; minasculas
para comparagdo entre temperaturas ¢ maiusculas entre teor de agua inicial.
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Armazenamento, teor de agua e carboidratos nio estruturais em sementes de Caesalpinia

echinata Lam. (Leguminosae)

Titulo resumido: Teor de agua e carboidratos em sementes de pau-brasil
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ABSTRACT - (Storage, water content and non-structural carbohydrates in seeds of Caesalpinia
echinata (Leguminosae)). Among the major reserve carbohydrates of leguminous seeds are starch,
sucrose and galactosyl oligosaccharides, also contributing to the structural stability of membranes
during desiccation and embryo growth. Seeds of Caesalpinia echinata were collected and analyzed
as for water content, germination, content of sugars and starch, before and after storage at 25 °C, 7
°C and -18 °C, for 15 and 90 days. The main compounds of the embryonic axis were free sugars,
while starch represented 30-40% of the dry mass of the cotyledons. Seeds with 12% of water
content kept their germination capacity and carbohydrate contents when stored at cold temperatures.
Seeds with 22% of water content only germinated when stored at 7 °C; in this condition soluble
carbohydrates decreased in the axis and starch increased in the cotyledons. Seeds with 7% of water
content lost germination capacity and carbohydrates content remained unchanged. Chromatographic
analysis showed that seeds with 12% and 22% of water content had the hexose levels decreased
during storage, except for the cotyledons of seeds stored at -18 °C. Hexoses and cyclitols increased
at cold temperatures in seeds with 7% of water content, but did not show any germination. The
results suggest that sucrose metabolism in seeds of C. echinata is affected by cold temperature,
independently of water content and germination capacity.

Key words: sugars, water content, reserve compounds, cold temperature, starch
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RESUMO - (Armazenamento, teor de agua e carboidratos ndo estruturais em sementes de
Caesalpinia echinata Lam. (Leguminosae)). Dentre os compostos de reserva de sementes destacam-
se amido, sacarose e oligossacarideos galactosilados, que também atuam na estabilidade das
membranas durante a dessecacdo e retomada do crescimento embrionario. Sementes de Caesalpinia
echinata foram coletadas e avaliadas quanto ao teor de agua, germinagdo, composi¢do de aglicares
soluveis e amido, sendo em seguida armazenadas a 25 °C, 7 °C ou —18 °C, e avaliadas novamente
aos 15 e 90 dias. A principal reserva dos eixos embrionarios foram os actcares livres, enquanto o
amido representou 30-40% da massa seca dos cotilédones. Sementes com 12% de dgua mantiveram
a capacidade germinativa e o teor de carboidratos quando armazenadas em temperaturas baixas.
Sementes com 22% de agua somente mantiveram a germina¢do quando armazenadas a 7 °C; nesta
condigdo os agucares soluveis diminuiram nos eixos ¢ 0 amido aumentou nos cotilédones. Sementes
com 7% de agua perderam a capacidade germinativa quando armazenadas em qualquer condigdo
térmica ¢ o conteudo de carboidratos ficou inalterado. Analises cromatograficas mostraram que
sementes com 22% e 12% de agua apresentaram redu¢@o nas hexoses, exceto nos cotilédones de
sementes armazenadas a —18 °C. Hexoses e ciclitdis aumentaram sob temperaturas baixas em
sementes com 7% de dgua, mas ndo houve germinacao. Os resultados sugerem que o metabolismo
de sacarose das sementes de C. echinata é afetado pela temperatura baixa e aparentemente nao esta
relacionado ao teor de dgua e a capacidade germinativa das sementes.

Palavras chave: actlicares, teor de 4gua, compostos de reserva, baixa temperatura, amido
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Introducao

Os métodos atualmente utilizados para o armazenamento de sementes nem sempre levam
em consideragdo a composicdo quimica das sementes, seu estado fisiologico ¢ o estado fisico da
agua em seu interior (Vertucci & Roos 1990). Varia¢es na temperatura e nas propriedades da agua,
dentre outros fatores, atuam no metabolismo das sementes, interferindo no controle endégeno da
mobilizacdo de reservas (Buckeridge et al. 2004).

A manutencao da viabilidade das sementes, durante o armazenamento, depende diretamente
do teor de agua e esta dependéncia estd relacionada a intensidade das reacdes quimicas que
caracterizam a atividade fisiologica.

As relagdes entre atividade metabdlica e teor de agua ainda ndo estdo perfeitamente
esclarecidas, mas ja se tem conhecimento, para sementes consideradas ortodoxas, de que a redugdo
do teor de agua para valores proximos a 10% ¢é necessaria ao final da fase de matura¢do (Roberts
1973, Barbedo & Marcos Filho 1998).

Uma semente com baixo teor de agua pode se apresentar como um sistema altamente
viscoso, conhecido como cristal liquido. Um cristal ¢ definido como um estado auto-estavel,
semelhante ao s6lido, mas que retém a desordem e as propriedades fisicas da fase liquida (Franks et
al. 1991). Em tal condigdo o metabolismo da semente ¢ minimizado e a longevidade durante o
armazenamento ¢ maximizada, principalmente quando associada a baixas temperaturas. Em
contraste, quando a agua esta em grande quantidade e na fase liquida ha uma acelerada deterioragao
fisica e quimica das sementes (Sun & Leopold 1993, Sun et al. 1994), provavelmente como
resultado de elevada mobilidade molecular (Buitink et al. 1998).

Algumas proteinas, agucares e oligossacarideos especificos sdo sintetizados de forma tardia
no desenvolvimento da semente e podem estar associados ao desenvolvimento da tolerancia a

dessecacdo ou a longevidade da semente (Castro et al. 2004).
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Em sementes ortodoxas, a sacarose geralmente estad presente em maior quantidade. Em
muitas espécies, porém, as sementes acumulam oligossacarideos da série rafindsica, tais como
rafinose, estaquiose, verbascose e ajugose, aos quais tem sido atribuida a tolerancia a dessecagdo
das sementes ortodoxas, por agirem na estabilizacdo das membranas (Buckeridge et al. 2004).

Acredita-se que a rafinose contribua para a prevengdo da cristalizagdo da sacarose,
promovendo com isso a formagdo do estado vitreo intracelular, essencial para a sobrevivéncia dos
tecidos das sementes devido ao aumento da viscosidade (Sun & Leopold 1993).

O conhecimento de variagdes do teor de dgua ¢ de fundamental importincia para o
armazenamento de sementes, especialmente quando o metabolismo de carboidratos destas ¢ afetado
pela temperatura, como parece ser o caso das sementes de Caesalpinia echinata Lam. (pau-brasil).
Tais sementes, quando maduras, sdo compostas por 40-50% de carboidratos ndo estruturais, 8-10%
de proteinas e 20% de lipideos (Garcia et al. 2006). Dentre os carboidratos, a maior por¢ao ¢
constituida por amido, enquanto os carboidratos soluveis representam ca. 10% do peso seco, sendo
compostos principalmente por sacarose, glicose e frutose e, em menores proporcdes, ciclitois,
rafinose e estaquiose (Garcia et al. 2006).

Recentemente foi demonstrado que a sacarose exogena, em baixas concentragdes, serve
como um substrato para alteragcdes metabolicas que ocorrem em temperaturas baixas, enquanto em
maiores concentragdes esse agucar pode ter um efeito crioprotetor direto sobre as membranas
celulares (Uemura & Steponkus 2003). Sementes de pau-brasil que foram armazenadas sob
temperatura baixa (7 °C) por 18 meses mantiveram a viabilidade (Barbedo et al. 2002) mas os
oligossacarideos da série da rafinose foram detectados em baixas concentracdes nessas sementes,
enquanto a sacarose era o componente principal e estava presente em altas concentragdes (Garcia et
al. 2000).

Carboidratos soliveis acumulados em sementes estdo supostamente envolvidos nos
mecanismos de tolerancia a dessecagdo e longevidade. Sementes de pau-brasil sdo tolerantes a

dessecacdo e mantém a capacidade germinativa quando armazenadas por até 18 meses em cdmara
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fria, como ja informado. Visto que muitos desses carboidratos envolvidos na tolerancia a
dessecagdo também estdo relacionados com a tolerancia ao congelamento, pretendeu-se com este
trabalho analisar a relagdo entre a manuten¢do da capacidade germinativa e as mudangas no teor de
agua e nos carboidratos ndo estruturais das sementes de pau-brasil armazenadas em diferentes

temperaturas.

Material e métodos

Sementes de Caesalpinia echinata Lam. (pau-brasil) foram obtidas de aproximadamente 20
arvores em bosque homogéneo implantado na Reserva Bioldgica e Estagdo Experimental de Moji-
Guagu, Municipio de Mogi-Guagu, SP (22°15-16’S, 47°8-12°W).

Trés procedimentos para obtengdo de sementes foram realizados: 1) colheita de frutos
maduros com coloracdo totalmente castanha (Borges et al. 2005) e com remocdo manual das
sementes em laboratdrio (denominadas sementes ndo dispersas); 2) coleta de sementes recém-
dispersas (menos de 24 horas da dispersdo) em época sem ocorréncia de chuva nas 24 horas
anteriores a colheita (denominadas sementes dispersas em época seca); 3) coleta de frutos maduros
e remocdo manual das sementes, sendo em seguida submetidas a secagem artificial em estufa a 50
°C (denominadas sementes ndo dispersas ¢ secas).

As sementes assim obtidas foram inicialmente avaliadas quanto a teor de agua e germinacao.
O teor de agua foi avaliado pelo método da estufa a 103 °C por 17 horas (Ista 1996), com quatro
repeticoes de trés sementes cada. O teste de germinagdo foi realizado em germinadores com
circulagdo interna de dgua, regulados para 25 °C (Mello et al. 2004), com as sementes colocadas em
rolos de papel (Brasil 1992), com quatro repetigdes de dez sementes cada. Neste teste avaliaram-se,
a cada trés dias, as sementes germinadas (protrusdo da raiz primaria com, no minimo, dois cm) € o

desenvolvimento de plantulas normais (Barbedo et al. 2002).
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Para a extracdo dos carboidratos ndo estruturais, os eixos embrionarios ¢ os cotilédones
foram isolados manualmente a partir de cinco sementes, com trés repeticdes.

Em seguida foram adicionados 20 mL e 1 mL de etanol 80% aos cotilédones e eixos
embriondrios, respectivamente, seguindo-se fervura por 5 min para inativacdo das enzimas. As
amostras foram entdo homogeneizadas em graal e centrifugadas por 10 min a 1000 g. O precipitado
foi re-extraido duas vezes com etanol 80% e os sobrenadantes juntados. Estes foram concentrados
em evaporador rotatorio a 40 °C, até pequeno volume, sendo considerados os extratos brutos.

O acucar total foi quantificado pelo método de fenol-sulfurico (Dubois et al. 1956), usando
glicose como padrio. Os resultados foram expressos em mg por g de massa fresca (mg g 'MF) e

em mg por g de massa seca (mg g" MS).

Apo6s deionizagdo dos extratos brutos em coluna de troca i6nica Dowex - 1 (forma CI') e
Dowex - 50W (forma H'), os carboidratos soliiveis neutros foram novamente concentrados e
analisados por cromatografia de troca anidnica de alta performance, acoplada a um detector de
pulso amperométrico (HPAEC/PAD), usando coluna CarboPac PA-1 (4 x 250 mm) em um sistema
Dionex Mod. DX 300 (USA). Para a eluicao dos carboidratos, utilizou-se um gradiente de mistura
do eluente B (500 mM de acetato de sodio em 150 mM de NaOH) ao eluente A (150 mM de
NaOH), com fluxo de 1 mL.min" , por meio da seguinte programagdo: 0-1 min, 25mM; 1-2 min 25-
50 mM; 2-14 min, 50-500 mM; 14-22 min, 500 mM; 22-30 min, 25mM, de acordo com Itaya et al.
(1997). Os actucares foram identificados por co-cromatografia com padrdes auténticos.

Os residuos resultantes das extracdes dos carboidratos soluveis dos cotilédones e dos eixos
embriondrios foram liofilizados e processados para a quantificagdo do amido. A extracdo foi
realizada através de fervura dos residuos por 5 min, duas vezes, com agua deionizada, seguidas por
centrifugacdo a 1000 g, sendo o amido quantificado com o reagente de Lugol (Waghorn et al.
2003), utilizando amido soluvel (Sigma) como padrao. Os resultados foram expressos em mg por g
de massa seca do residuo (mg g MS).

As sementes de cada procedimento de colheita foram, entdo, armazenadas em camaras com
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trés temperaturas distintas, 25 £ 1 °C (umidade relativa do ar, UR, 72% % 3%; potencial hidrico, ‘P,
-39,5 MPa), 7 + 3 °C (UR 45% + 7%; potencial hidrico, ¥, -101,9 MPa) e -18 £ 5 °C (UR 84% +
10%; potencial hidrico, ¥, -20,3 MPa). Apods 15, 30 ¢ 90 dias de armazenamento, as sementes
foram novamente avaliadas quanto ao teor de agua e germinacdo. Apds 15 e 90 dias de
armazenamento as sementes foram novamente avaliadas quanto ao teor de agua, germinacdo e
composicdo bioquimica.

Dessa forma, constituiu-se um experimento fatorial 3 x 3 x 2 (procedimentos de coleta x
condicdes de armazenamento x tempo de armazenamento), em delineamento inteiramente
casualizado. Os resultados de teor de agua e germinagdo foram submetidos a analise de variancia
(teste F) e as médias foram comparadas entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de

probabilidade (Gomes 1982).

Resultados e discussao

Sementes maduras ndo-dispersas (22,6% de agua) tiveram seu teor de dgua reduzido para
10,9% nos primeiros 15 dias de armazenamento a 25 °C, pouco se alterando posteriormente (tabela
1). Quando armazenadas a 7 °C, tiveram redu¢@o deste teor para 9,3% aos 15 dias e nova reducdo
aos 90 dias (8,3%). Contudo, quando armazenadas a -18 °C, a reducdo do teor de agua foi lenta,
atingindo 18,3% aos 15 dias e, ao final dos 90 dias, 13,4%, (tabela 1).

As sementes dispersas em época seca (12,7% de agua) e as nao-dispersas (22,6%)
atingiram teores de agua proximos, nos primeiros 15 dias de armazenamento sob temperaturas
positivas (25 °C e 7 °C, tabela 1), alterando pouco aos 90 dias. A -18 °C houve reducdo lenta da
agua e as sementes dispersas em época seca tiveram seu teor de d4gua diminuido para 11,3% aos 90
dias de armazenamento (tabela 1), indicando que, provavelmente, estavam em equilibrio

higroscopico com o ambiente. Em temperaturas negativas ocorre geralmente perda gradativa de
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agua do meio intracelular para o extracelular, evitando assim que ocorra o congelamento
intracelular (Santos 2000).

As sementes ndo-dispersas e secas (7,5% agua), quando armazenadas a 7°C apresentaram
redugdo muito pequena do teor de agua, atingindo 6,4% aos 90 dias de armazenamento. Quando
armazenadas a 25 °C, porém, tiveram elevagdo do teor de agua para 10,3% aos 15 ¢ 12,2% aos 90
dias (tabela 1). A -18 °C também houve aumento no teor de dgua dessas sementes, porém de forma
mais lenta que nas sementes armazenadas a 25 °C, com 8,8% aos 15 dias e 10,6% aos 90 dias
(tabela 1).

Quando comparados os diferentes lotes dentro da mesma temperatura, observa-se que o teor
de agua oscilou de acordo com a umidade relativa do ar do local de armazenamento, conforme
descrito por Carvalho e Nakagawa (2000), para outras sementes. Assim, as sementes que foram
armazenadas a 7 + 3 °C (umidade relativa do ar, UR de 45% % 7%) apresentaram redu¢ao maior no
teor de agua durante o armazenamento do que as sementes mantidas sob elevada umidade relativa,
25+ 1°C (UR, de 72% £ 3%), e -18 £ 5 °C (UR de 84% £ 10%), que ndo apresentaram alteracdes
tao acentuadas (tabela 1).

A germinagdo inicial das sementes ndo dispersas, das ndo dispersas submetidas a secagem
artificial e das dispersas foi, respectivamente 78%, 25% e 78%. O desenvolvimento de plantulas
normais, por sua vez, foi 62%, 2% e 70%, respectivamente para aqueles lotes. A grande incidéncia
de fungos nas sementes secas artificialmente resultou em baixa porcentagem de germinacao
inicialmente (dados ndo apresentados), fato observado também por Santos et al. (1997), em
sementes de baru (Dipteryx alata Vog.) que apresentaram redu¢do de germinagdo e formagdo de
sintomas de pos-emergéncia em plantulas desta espécie.

As sementes armazenadas a 25 °C perderam a viabilidade aos 90 dias (tabela 2), conforme ja
havia sido previamente observado por Barbedo et al. (2002). Na temperatura de 7 °C as sementes
ndo dispersas (22,6% agua) e as dispersas em época seca (12,7%) ndo apresentaram diferenca

significativa na germinagao (tabela 2). Contudo, apds 90 dias de armazenamento as sementes
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dispersas em época seca apresentaram maior vigor, analisado pelo desenvolvimento de plantulas
normais. J4 as sementes ndo dispersas e secas (7,5% agua) perderam totalmente a capacidade de
produzir plantulas normais nos primeiros 15 dias de armazenamento (tabela 2).

O armazenamento a -18 °C foi letal para as sementes ndo dispersas, provavelmente pelo seu
alto teor de agua inicial (22,6%), considerado como agua tipo 3, congelavel (Vertucci & Farrant
1995), que provavelmente conduziu a formacgdo de cristais de gelo e conseqiiente perda da
viabilidade. As sementes ndo dispersas e secas apresentaram baixo vigor, mas a temperatura
negativa de armazenamento provavelmente inibiu a acdo de grande parte dos fungos presentes
inicialmente, uma vez que houve reducdo da incidéncia dos mesmos no teste de germinacdo, apos
15 dias de armazenamento, permitindo maior porcentagem de germinagdo em relagdo aos valores
iniciais (tabela 2). As sementes dispersas em época seca, por sua vez, mantiveram a capacidade
germinativa inicial e de producdo de plantulas normais até os 90 dias, quando armazenadas a -18
°C.

Os resultados de analise de amido nos cotilédones e nos eixos embriondrios das sementes
dos diferentes lotes avaliados estdo apresentados, respectivamente, nas figuras 1 e 2. As sementes
ndo dispersas (22,6% agua), que apresentaram porcentagem de germinagao inicial semelhante a das
sementes dispersas em época seca (12,7% agua), ndo apresentaram grande diferenga nos teores de
amido dos cotilédones (232 mg g’ MS e 284 mg g MS, respectivamente) (figuras 1A e B). Por
outro lado, as sementes secas artificialmente apresentaram teor de amido significativamente maior
(414 mg g' MS, figura 1C). Provavelmente esses valores maiores sejam devidos a baixa
concentracdo de agua nessas sementes tratadas em estufa a 50 °C antes do armazenamento.

Em relagdo ao amido nos eixos embrionarios, observou-se que a quantidade ¢ cerca de 10-20
vezes inferior ao teor de amido dos cotilédones (figuras 2A, B e C). Nas sementes ndo dispersas
com ou sem secagem artificial o valor inicial foi cerca de 1% da massa seca do residuo e nas

sementes dispersas em €poca seca foi cerca de 1,5%.
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Nas sementes ndo dispersas houve tendéncia a reducdo do contetido de amido durante o
armazenamento, com excecdo das sementes armazenadas a 7 °C.

Em sementes dispersas a reducdo do teor de amido nos eixos ocorreu em todos 0s
tratamentos, porém foi mais rapida nas sementes armazenadas a -18 °C (figura 2B).

Também houve reducdo de amido nas sementes ndo dispersas e secas, sendo mais rapida
quando armazenadas a -18 °C, chegando a pouco menos que 0,5% da massa seca do residuo e
mantendo-se praticamente inalterado até os 90 dias. Aos 90 dias de armazenamento a 25 °C, o
aumento do teor de amido foi grande, atingindo cerca de 1,8% da massa seca, enquanto a 7 °C
reduziu para valores proximos a 0,2% da massa seca (figura 2C). Varias explicacdes para o
estimulo da degradacdo do amido e acimulo de acticares a baixas temperaturas foram propostas.
Uma possibilidade ¢ que baixas temperaturas conduzem ao aumento da atividade de uma ou mais
enzimas degradadoras de amido (Krause et al. 1998).

Comparando os resultados das analises fisiologicas e bioquimicas das sementes dos trés
lotes estudados, aparentemente ndo houve relagdo causal do teor de amido com a manutengdo da
capacidade germinativa das sementes de pau-brasil.

As figuras 3, 4 e 5 mostram as variagdes encontradas no conteudo de carboidratos soluveis
(A, em relacao a massa fresca - MF e B, em relagdo a massa seca - MS) nas sementes nao dispersas
com e sem secagem artificial e nas sementes dispersas em época seca. Como pode ser observado,
nas sementes nao dispersas e sem secagem artificial (figura 3) os carboidratos solliveis totais
encontravam-se em maiores quantidades nos eixos embrionarios (ca. 270 mg.g" MF e ca. 335
mg.g’ MS), do que nos cotilédones (ca. 170 mg.g' MF e ca. 215 mg.g' MS), antes do
armazenamento. Esta diferenca foi também notada nos eixos e cotilédones de sementes de outras
espécies (Steadman ef al. 1996) e aparentemente poderia estar relacionada a viabilidade do embrido,
através da disponibilidade de substratos para respiracdo e emergéncia radicular (Leprince et al.

1992).
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Com o armazenamento em diferentes condi¢des térmicas houve reducdo inicial desse teor
em ambos, eixos e cotilédones nos primeiros 15 dias, seguido de aumento ao final do
armazenamento, porém sem atingir os valores iniciais para a maioria delas (figura 3).

Comparando os dados de agucar total com a porcentagem de germinacdo das sementes nado
dispersas ¢ armazenadas a 7 °C (ca. 58%, tabela 2) observa-se que ndo houve relagdo do teor de
carboidratos soliveis com a germinabilidade destas sementes. Aparentemente o que mais
influenciou a capacidade germinativa foi a temperatura de armazenamento e o teor de 4gua inicial
(tabela 1).

A figura 4 mostra as variagdes nos carboidratos soltiveis de eixos e cotilédones de sementes
dispersas em época seca (12,7% de agua) evidenciando que as diferencas nestas foram menores do
que nas sementes ndo dispersas. Os teores de aglicares variaram de ca. 80 mg g MF a ca. 170 mg
g" MF (correspondendo a ca. 100 a 200 mg g MS) e foram maiores nos cotilédones do que nos
eixos embrionarios.

Como ocorreu com o lote anterior, exceto para eixos nas temperaturas positivas, houve
reduc¢do do teor de carboidratos no inicio do armazenamento, seguido de aumento em todas as
condi¢des de armazenamento, havendo uma uniformizacdo nos valores encontrados nos eixos e nos
cotilédones inicialmente (178 e 175 mg g'1 MF, respectivamente), especialmente nas sementes
armazenadas em temperaturas baixas (7 °C e -18 °C, figura 4). As temperaturas baixas
possivelmente mantiveram a estabilidade de enzimas, como a invertase, responsavel pelo
metabolismo de carboidratos soluveis.

As sementes ndo-dispersas e secas (7,5% de agua) apresentaram maiores proporgdes de
carboidratos soltiveis nos eixos que nos cotilédones antes do armazenamento (figura 5), como ja
mostrado anteriormente para aquelas que ndo foram submetidas a secagem artificial (figura 3). Ao
contrario destas, contudo, nas sementes secas houve uma alteragdo inversa durante o
armazenamento, sendo observado um aumento significativo no teor de carboidratos soliveis tanto

nos eixos quanto nos cotilédones nos primeiros 15 dias (figura 5). Sabe-se que os carboidratos
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acumulam-se em resposta a estresses, podendo apresentar varias fungdes além do fornecimento de
energia, agindo também como crio- e osmoprotetores (Leslie et al. 1995). O aumento dos
carboidratos nos eixos e cotilédones das sementes secas artificialmente foi aparentemente devido ao
estresse da secagem, levando a uma desorganizagdo celular e conseqiiente aumento da solubilizagdo
dos carboidratos.

Em sementes maduras de C. echinata, os carboidratos soliveis sdo compostos
principalmente por sacarose, glicose e frutose. Ciclitdis, rafinose e estaquiose também estdo
presentes, mas em menores proporcdes, além do amido, que é o componente majoritario (Garcia et
al. 2006). Nas sementes ndo dispersas, antes do armazenamento, foram encontrados nos eixos
embrionarios e cotilédones, sacarose, glicose, frutose, alguns polidis e ciclitois galactosilados nao
identificados, além de rafinose e estaquiose em baixissimas proporg¢des (figura 6).

Independentemente da temperatura de armazenamento, aos 90 dias houve decréscimo nas
propor¢des de todos os carboidratos nos cotilédones, sendo a sacarose o Unico que se manteve
relativamente com alta proporgdo. Glicose e frutose praticamente desapareceram e os polidis
reduziram muito (figura 6).

Nos eixos embrionarios a redugdo ocorreu principalmente nas propor¢des de glicose e
frutose, em todas as temperaturas igualmente, enquanto a sacarose e os polidis praticamente
mantiveram as propor¢des iniciais (figura 6). Nas sementes dispersas em época seca os cotilédones
apresentavam apenas alta proporcdo de sacarose, enquanto glicose, frutose e polidis foram
encontrados em baixas proporgoes, rafinose ¢ estaquiose ndo sendo sequer detectadas nos extratos
purificados e cromatografados por HPAEC/PAD (figura 7).

Durante o armazenamento dessas sementes houve aumento nas proporgdes dos polidis em
todas as temperaturas, no entanto nos cotilédones das sementes armazenadas a -18 °C ocorreu ainda
aumento nas propor¢des de glicose e frutose. Variagdes semelhantes para os polidis foram

observadas nos eixos embrionarios, tanto antes quanto ap6s o armazenamento por 90 dias (figura 7).
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Nos cotilédones das sementes ndo dispersas e com secagem artificial foram observadas
inicialmente baixas proporg¢des de glicose, frutose e polidis, destacando-se apenas a sacarose (figura
8). Contudo, durante o armazenamento por 90 dias, especialmente a 7 °C e -18 °C, houve aumento
nas propor¢gdes de glicose e frutose nos cotilédones (figura 8). Por outro lado, nos eixos
embrionarios foram detectadas inicialmente altas proporgdes de sacarose e polidis, que assim se
mantiveram durante o armazenamento por 90 dias, especialmente em temperaturas baixas (figura
8).

As andlises dos carboidratos soluveis das sementes de pau-brasil armazenadas sob diferentes
condicdes de temperatura e umidade relativa do ar permitiram constatar que esses compostos
geralmente decresceram no inicio do armazenamento € aumentaram novamente aos 90 dias, tanto
nos eixos quanto nos cotilédones, sendo ligeiramente maiores em temperaturas baixas (7 °C e -18
°C), conforme ja observado por Garcia et al. (2006). O principal agucar solivel encontrado nessas
sementes foi a sacarose, presente em grande quantidade em todos os extratos analisados. Glicose e
frutose destacaram-se inicialmente apenas nos eixos e cotilédones das sementes com alto teor de
agua, enquanto os polidis estavam sempre presentes em quantidades apreciaveis na maioria dos
extratos, ndo estando, aparentemente relacionados com a condi¢ao de armazenamento.

Os resultados apresentados neste trabalho sugerem que as mudancas no teor € na
composi¢do dos carboidratos soluveis ¢ amido ndo seriam a causa da perda da viabilidade dessas
sementes, mas sim, que esses compostos estariam sendo afetados diferentemente durante o
armazenamento por varios fatores iniciais, como grau de maturidade e teor de dgua das sementes, os
quais sdo profundamente influenciados pela umidade relativa do ar e pela temperatura.

Pode-se sugerir, portanto, que a qualidade fisiologica inicial do lote e principalmente o teor
de agua inicial foram os fatores principais que determinaram a manutencdo da viabilidade das

sementes de pau-brasil durante o armazenamento por 90 dias a -18 °C.
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Tabela 1. Teor de agua (%) de sementes de Caesalpinia echinata Lam. (pau-brasil) ndo dispersas (22,6% de agua inicial), dispersas em
época seca (12,7%) e ndo dispersas e secas artificialmente (7,5%), armazenadas por 15 e 90 dias a 25 °C (umidade relativa do ar, UR 72% =+
3%; potencial hidrico, ¥, -39,5 MPA), 7 °C (UR 45% + 7%; Y, -101,9 MPA) e —18 °C (UR 84% + 10%; ¥, -20,3 MPA). ND — sementes

ndo dispersas, DES — sementes dispersas em época seca, NDS — sementes ndo dispersas e secas artificialmente.

Periodo Temperatura de armazenamento / Processo de coleta
de 25°C 7°C -18°C
armazenamento ND DES NDS ND DES NDS ND DES NDS
Inicial (%) 22,6 12,7 7,5 22,6 12,7 7,5 22,6 12,7 7,5
15 dias 10,9bAb  10,2bBb  10,3bABa 9,3 aAc 8,7aAc  6,8aBc 183aAa 12,1aBa 8,8 bCh
90 dias 11,9aABb  11,4aBa  122aAa  83bAc  7,7bAb 64aBc 134bAa 11,3bBa 10,6 aBc

C. V. (%) 1,99

T 71 N o N B 7 . ~ =
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5%; mintsculas para comparagao entre tempos de armazenamento, maiusculas
entre processo de obtencdo dentro de cada temperatura, em italico para comparagdo entre as temperaturas dentro de cada processos de obtencao.
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Tabela 2. Germinagdo (%) e desenvolvimento de plantulas normais (%) de sementes de Caesalpinia echinata Lam. (pau-brasil) ndo

dispersas e sementes dispersas em época seca, armazenadas por 15 e 90 dias a 25 °C (umidade relativa do ar, UR 72% =+ 3%; potencial

hidrico, ¥, -39,5 MPA), 7 °C (UR 45% = 7%; Y, -101,9 MPA)e —18 °C (UR 84% =+ 10%; ¥, -20,3 MPA). ND — sementes nao dispersas,

DES — sementes dispersas em época seca, NDS — sementes ndo dispersas e secas artificialmente.

Periodo Temperatura de armazenamento / Processo de coleta
de 25°C 7°C -18°C
armazenamento ND DES NDS ND DES NDS ND DES NDS
Germinagdo

Inicial (%) 78 78 25 78 78 25 78 78 25
15 dias 48 aAa 58 aAa 25 aBb 54aAa 48aAa  10aBc 10aBb  52aAa 46 aAa
90 dias 2 bAb 0 bAb 0 bAb 48 aAa  54aAa 15aBa 0bBb 50 aAa 6 bBab

C.V. (%) 4,56
Desenvolvimento de plantulas normais

Inicial (%) 62 70 2,5 62 70 2,5 62 70 2,5
15 dias 29 aAa 33 aAa 12 aBb 25aAa 14bAb  0aBc 4aBb  32aAab  31aAa
90 dias 0 bAD 0 bAb 0 bAb 21aBa 42aAa  0aCa 0 aBb 23 aAa 0 bBa

C.V. (%) 36,42

"Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5%; mintsculas para comparagio entre tempos de armazenamento, maitisculas
para temperatura dentro de cada processo de coleta, em italico para comparaga@o entre processos de coleta dentro de cada temperatura.
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Figura 6 - Composi¢do dos carboidratos soltveis nos cotilédones e eixos embriondrios de sementes de
Caesalpinia echinata nao dispersas (22% de teor de agua inicial) no momento da coleta (TO) e apos
armazenamento em diferentes temperaturas por 90 dias. P - Polidis, C — Galactosil ciclitois, G -
Glicose, F - Frutose, S — Sacarose, R — Rafinose, E — Estaquiose.
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apos armazenamento em diferentes temperaturas por 90 dias. P - Polidis, C — Galactosil ciclitois, G -
Glicose, F - Frutose, S — Sacarose, R — Rafinose, E — Estaquiose.
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Discussiao Geral

Praticas de conservacdo ex sifu figuram entre os procedimentos prioritarios para assegurar a
preservagdo de fontes genéticas, especialmente através de repositores de germoplasma como os
bancos de armazenamento a -20 °C (Salomao 2002).

O armazenamento de sementes ¢ uma das principais formas de garantir a variabilidade
genética das espécies. Neste caso, o teor de dgua e a temperatura exercem grande influéncia sobre a
viabilidade das sementes. Sementes ortodoxas suportam secagem até niveis proximos a 10% de
agua (Roberts 1973), ampliando substancialmente sua capacidade de armazenamento. Barbedo et
al. (2002) concluiram que sementes de pau-brasil sdo tolerantes a secagem e ao resfriamento,
podendo ser consideradas ortodoxas.

Além do teor de dgua e da temperatura, outro fator importante para conservar a viabilidade
das sementes é a qualidade inicial do lote, que pode ser elevada quando a colheita ¢é realizada em
momento préximo ao ponto de maturidade fisiologica das sementes (Carvalho e Nakagawa 2000).
Tal fato pdde ser comprovado quando as sementes de pau-brasil foram coletadas apds a dispersdo e
em época chuvosa, perdendo a capacidade germinativa nos primeiros 15 dias de armazenamento,
(dados nao apresentados).

Observou-se também (Capitulos 1, 2 e 3) oscilagdo do teor de 4gua das sementes em fungao
da umidade relativa do ar, como descrito anteriormente por Carvalho e Nakagawa (2000) para
outras espécies ¢ ainda a influéncia do teor de dgua inicial sobre a tolerancia ao congelamento das
sementes de pau-brasil. Este fato também foi reportado por Sacandé et al. (1998) para as sementes
de neem (Azadirachta indica), que foram sensiveis ao congelamento, quando o teor de agua era
superior a 9% da massa fresca inicial (0,09 g g" de massa seca). As sementes de pau-brasil, quando
armazenadas a -18 °C e com teor de 4gua superior a 17% em base umida (0,20 g H,O g massa

seca), reduziram substancialmente sua capacidade germinativa aos 15 dias, perdendo totalmente a
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viabilidade aos 90 dias de armazenamento, enquanto as sementes armazenadas com baixo teor de
agua, 12% em base imida (0,14 g H,O g massa seca), resistiram ao congelamento.

A redugdo na germinabilidade ou no nivel de sobrevivéncia, como resultado do conteudo
inadequado de agua, associado a temperaturas baixas, ja foi amplamente documentada na literatura
para varias espécies como Glycine max e Helianthus annuus (Verttuci 1989), Populus deltoides
(Pence 1996), Coffea costatifructa, Coffea sessiliflora e Coffea arabica (Dussert et al. 1998).

Segundo Salomao (2002), além do proprio conteudo de 4gua, o congelamento e
descongelamento sdo decisivos para evitar algum efeito prejudicial sobre os tecidos e células da
semente. As sementes de pau-brasil armazenadas em temperaturas negativas foram mantidas
durante trés dias em ambiente de laboratorio, a 25 + 3 °C, para aclimatagdo. Possivelmente este
processo tenha também influenciado positivamente no resultado final da germinabilidade destas
sementes.

Os resultados de germinagdo e desenvolvimento de plantulas normais indicam que o teor de
agua alto foi o fator determinante para a reducdo da viabilidade das sementes de pau-brasil
armazenadas a -18 °C (Capitulos 1 e 3, tabela 2).

O limite de teor de agua ¢é varidvel de espécie para espécie, mas corresponde sempre ao
conteido de agua ndo congelavel na semente (Vertucci & Roos 1990), sugerindo que a
sobrevivéncia da semente depende estritamente em se evitar a formagao de gelo intracelular (Hor et
al. 2005). Os resultados sugerem que o limite de teor de 4gua para sementes de pau-brasil, quando
armazenadas sob temperatura negativa, esteja entre 12% e 22% (Capitulos 1, 2 ¢ 3, tabela 1), ou
seja, sem a presenga de agua congelavel (agua tipo 2 descrita por Vertucci & Farrant 1995).

Em resumo, com os resultados obtidos no presente trabalho € possivel afirmar que sementes
de pau-brasil sdo tolerantes ao congelamento e mantém a viabilidade e o vigor iniciais durante o
armazenamento a -18 °C, desde que observados alguns fatores, como a qualidade fisioldgica do lote,

que envolve o grau de maturidade do embrido e o teor de agua inicial das sementes.
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Sementes de pau-brasil com elevada qualidade fisiologica normalmente apresentam
coloracdo parda com manchas purpuras bem definidas (Borges et al. 2005). Quando armazenadas a
-5 °C e -18 °C, por até 12 meses, mantiveram estas caracteristicas, enquanto nas sementes
armazenadas a 7 °C e 2 °C, as manchas purpuras desapareceram devido o escurecimento do
tegumento, sugerindo que o congelamento preserva o sistema anti-oxidante da semente,
contribuindo para sua viabilidade e vigor.

A redugdo da porcentagem de germinagdo e desenvolvimento de plantulas normais também
foi evidente nas sementes armazenadas em temperaturas positivas, 7 °C e 2 °C, chegando proximo a
20% de germinagdo e 8% de plantulas normais, em ambas temperaturas, durante os 12 meses de
armazenamento (dados ndo mostrados).

Apesar de ndo haver grande diferenca em relacdo & porcentagem de germinacdo e plantulas
normais entre as sementes armazenadas nestas duas condi¢des, foi possivel observar que as
sementes mantidas a 2 °C, apresentavam um aspecto visual melhor, em relagdo as armazenadas a 7
°C.

Além do teor de agua, muitos compostos estdo supostamente envolvidos na tolerdncia das
sementes ao congelamento, podendo ser destacados dentre eles, os lipideos, as proteinas e os
carboidratos. Os principais carboidratos presentes em sementes sdo a sacarose, os oligossacarideos
da série da rafinose, o amido e os polissacarideos de parede celular. Segundo Garcia et al. (2006),
sementes maduras de pau-brasil sio compostas por 40-50% de carboidratos nao estruturais, 8-10%
proteinas e 20% lipideos. Entre os carboidratos ndo estruturais, o amido representa cerca de 30-40%
do peso seco e os carboidratos soluveis representam cerca de 10% do peso seco e sdo compostos
principalmente por sacarose, glicose e frutose e em menores proporgoes ciclitois livres, rafinose e
estaquiose.

Os resultados da analise de amido mostraram que a propor¢do deste polissacarideo ¢ de 10-
20 vezes maior nos cotilédones que nos eixos embrionarios (Capitulo 3, figuras 1 e 2). De acordo

com Leslie et al. (1995), os carboidratos podem apresentar multiplos papéis tais como fonte de
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energia para o metabolismo em geral e participar como substrato para sintese de outros compostos,
podendo ainda agir como crio- € osmo- protetores.

A analise da composi¢do dos carboidratos mostrou que sementes coletadas com maior teor
de 4gua apresentavam maiores concentracdes de sacarose, glicose, frutose e polidis, além de tracos
de rafinose e estaquiose (Capitulo 3, figuras 6, 7 ¢ 8).

Segundo Buitink et al. (2000), os oligossacarideos rafinose, estaquiose e verbascose
isoladamente ndo estariam envolvidos na estabilizagdo da matriz citoplasmatica e dessa forma nao
protegeriam as células durante o armazenamento das sementes. E provavel que todo o conjunto de
carboidratos soltiveis no citoplasma contribua para evitar a cristalizacdo da sacarose. A despeito de
todo o conhecimento acumulado com relacdo ao papel dos carboidratos na estabilidade das
proteinas e das membranas celulares durante os processos de dessecagdo e congelamento, muitos
aspectos ainda necessitam ser esclarecidos.

Os resultados referentes a germinagdo e desenvolvimento de plantulas normais foram
totalmente diferentes entre os lotes analisados e temperaturas de armazenamento (Capitulos 1, 2 e 3,
tabela 2). Apesar de haver diferencas nos lotes de sementes de pau-brasil quando comparados
quanto ao teor de amido e teor e composi¢do de carboidratos soliiveis, ndo foi possivel estabelecer
uma relacdo entre a presenca destes compostos com a capacidade germinativa das sementes desta
espécie. Os estudos feitos por Steadman et al. (1996) demonstraram que os teores de aglicares totais
encontrados nos embrides de diversas espécies nao sustentam qualquer relagdo aparente para as
respostas ao armazenamento das diferentes categorias de sementes.

No presente trabalho, o que parece ter influenciado mais a viabilidade das sementes de pau-
brasil durante o armazenamento em diferentes temperaturas foi o teor de agua inicial e a qualidade
fisiologica das sementes. Os resultados reforcam observacdes anteriores (Garcia er al. 2006) e
permitem sugerir que o metabolismo de sacarose, tanto nos eixos embrionarios quanto nos
cotilédones, independentemente da viabilidade ou teor de agua das sementes, parece ser afetado

pelas temperaturas baixas (7 °C e -18 °C).
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Com os resultados obtidos neste trabalho pode-se concluir que sementes de Caesalpinia
echinata sdo tolerantes ao congelamento, desde que o teor de dgua inicial seja aproximadamente
12%. Nessa condigdo, a conservagdo ex situ pode ser utilizada como estratégia para preservar a

espécie, fornecendo sementes com elevada qualidade por periodo de até 12 meses.
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Resumo geral

A crescente exploracdo dos recursos naturais sem o devido controle ocorre hd muito tempo e
manter a biodiversidade ¢ uma das principais preocupagdes da atualidade, principalmente em
funcdo dos efeitos negativos da degradacdo ambiental e do crescente aumento do nimero de
espécies ameagadas de extingdo. Muitos biomas tiveram sua area original reduzida e com isso
ocorreram perdas irreparaveis de suas espécies, muitas vezes endémicas.

A Mata Atlantica ¢ um exemplo destes biomas e ¢ neste dominio que se encontra
Caesalpinia echinata Lam., pau-brasil, incluida na lista de espécies ameagadas de extingao.

Uma das maneiras de se preservar o genotipo de plantas ¢ através do armazenamento de
sementes em bancos de germoplasma, mantendo-se a variabilidade genética.

As sementes, de uma forma geral, apresentam comportamentos diferentes em relacdo ao
armazenamento, muitas das quais ndo podem ser mantidas por periodos prolongados por ndo
suportarem reducdo do teor de agua ou temperaturas baixas. Estas condi¢bes, via de regra,
diminuem o metabolismo das sementes e reduzem a proliferacdo de microrganismos prejudiciais a
sua conservagao.

Muitas espécies acumulam compostos como oligossacarideos e proteinas, dentre outros, que
supostamente estdo relacionados com a tolerancia a dessecacdo e ao congelamento, porém muitas
sao desprovidas de tais compostos.

A reducdo do teor de agua associada a temperaturas baixas tem sido um procedimento usado
por muitos bancos de germoplasma para manter sementes armazenadas por periodos
indeterminados.

Sementes de pau-brasil suportam secagem a niveis baixos, no entanto ndo ha tecnologia
apropriada para manter a viabilidade com elevada qualidade destas sementes. Em vista disto o
proposito deste trabalho foi desenvolver mecanismos para armazenamento de sementes de pau-

brasil que permitam manter um lote de elevada qualidade por periodos prolongados.
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Em temperaturas positivas (25 °C e 7 °C) as sementes de pau-brasil perderam a viabilidade
durante o armazenamento, independente do teor de agua inicial, confirmando trabalho anterior.
Todavia, apresentaram tolerancia ao congelamento, quando armazenadas com 12,7% de agua,
enquanto com 22,6% de agua perderam a capacidade germinativa, possivelmente pela formagao de
gelo intracelular e conseqiiente danificagdo das células.

Quando armazenadas por 12 meses a -5 °C e -18 °C, as sementes com 12,7% de agua
mantiveram a capacidade germinativa, mas apenas nesta ultima temperatura foi possivel manter o
elevado vigor inicial.

Em sementes de pau-brasil, oligossacarideos da série da rafinose estdo presentes em
baixissimas concentragdes, sugerindo que, possivelmente, outros compostos com funcdes similares
estariam envolvidos na tolerdncia a secagem e congelamento de sementes dessa espécie.

Apesar da presenca marcante de hexoses, que tém sido consideradas como um indicio do
vigor de sementes, algumas destas perderam a capacidade germinativa durante o armazenamento,
indicando, portanto, que a presenca de tais carboidratos ndo garante a viabilidade das sementes de
pau-brasil. Contudo, os resultados sugerem que o metabolismo de sacarose, independentemente da

viabilidade das sementes, é afetado pela temperatura baixa.
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Abstract

The increasing exploitation of the nature resources without any sort of control has been
taking place for a long time and maintaining biodiversity in a sustainable way is a major concern,
mainly because of negative effects of environmental degradation and the increasing number of
species in risk of extinction. Many biomes have been reduced, and a lot of their species vanished,
some of them endemics species.

The Atlantic Forest is an example of such biomes and it is also the birthplace of Caesalpinia
echinata Lam. (brazilwood), which included in the list of species at risk of extinction.

One way to preserve the genotype of plants is by storing seeds in gene banks, keeping
genetic variability.

Seeds, in general, show different characteristics regarding storage, many of which lose
viability when water content is reduced or they are submitted to low temperatures. Under such
controlled conditions, that is, by reducing water content and decreasing temperature it is possible to
decrease metabolism of the seeds and reduce the amount of microorganisms which harm them. The
reductions of water content along with cold temperatures have been used by many gene banks to
keep seeds storage for a long time.

Besides the above mentioned controlled conditions, many species accumulate compounds
such as oligosaccharides and proteins, among others, which are supposedly involved with
desiccation and freezing tolerance.

Seeds of brazilwood endure drying to short levels ca. 10% of water. However, as there is no
specific technology available to keep seed viability the present research is meant to develop such
technology in order to make storage of brazilwood seeds possible.

In positive temperatures (25 °C and 7 °C) seeds of brazilwood lost viability during storage,

independent of initial water content, as previously stated Barbedo et al. (2002). However, they
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showed freezing tolerance, when stored at 12.7% of water, while at 22.6% of water they lost
germination capacity since the formation of ice crystals might cause cell damage.

When stored for 12 months at -5 °C and -18 °C seeds with 12.7% of water kept germination
capacity, however vigorous seedling development was found only when they were stored at -18 °C.

In seeds of brazilwood, oligosaccharides of the raffinose family are found in lower levels,
thus suggesting that other compounds might be involved in drying and freezing tolerance in this
species.

Despite the presence of hexoses in these seeds, some of them lost germination capacity.
Thus we may suggest that these carbohydrates do not ensure the viability of seeds. However, results
indicated that the metabolism of sucrose is apparently affected by cold temperature, nevertheless the

seed viability.



